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1. I TUMORI 
1.1 Definizione e introduzione alla patologia 
Si definisce neoplasia quella patologia caratterizzata da alterazione o perdita dei 
meccanismi di controllo della proliferazione e differenziazione cellulare; questo 
termine indica una nuova formazione di cellule quasi sempre originante da 
un’unica cellula dell’organismo, la quale subisce una serie di alterazioni 
genomiche che successivamente trasmette alle cellule figlie. Le mutazioni del 
genoma che trasformano le cellule normali in cellule neoplastiche sono 
solitamente mutazioni strutturali, oppure, meno frequentemente, funzionali, come 
errori di sbilanciamento nei processi regolatori e l’eccesso o il difetto di 
trascrizione genica. Questi si verificano con una serie di effetti fenotipici che 
consistono nella comparsa di attività anomale, assenti nelle cellule normali, e 
nella perdita o riduzione di altre funzioni, invece normalmente presenti[1]. Le 
alterazioni possono colpire sia la linea cellulare germinale che quella somatica, 
anche se la maggior parte delle mutazioni o fenomeni di errata regolazione 
genica si ritrova nell’ultima tipologia citata[2]. Nonostante la maggioranza dei 
tumori abbia origine epiteliale, tutte le tipologie cellulari dell’organismo possono 
subire “trasformazione neoplastica” quando esse accumulano un certo numero 
di alterazioni a livello di determinati geni del loro genoma (proto-oncogeni, vedi 
Parte 1.3).  
Quasi tutti i tumori hanno un’origine monoclonale, cioè sono costituiti da una 
popolazione cellulare che è la progenie di una singola cellula mutata che ha 
predominato sulle altre. Eccezioni a questa regola sono rappresentate dai tumori 
biclonali, derivanti da due tipi di cellule mutate, come per esempio alcuni tipi di 
mieloma multiplo, ed i tumori di origine policentrica che si possono sviluppare a 
livello di un singolo organo.  
Il termine “tumore”, che significa letteralmente “rigonfiamento”, fu coniato 
osservando la struttura macroscopica della maggior parte dei tumori, i quali si 
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presentano, anche se non sempre, con la forma di una massa in rilievo nella 
regione anatomica in cui si trovano.  
Il termine “neoplasia” deriva dal greco νεοσ  = neo e πλασία = 
formazione, e significa letteralmente “nuova formazione”. Questo è un sinonimo 
del termine precedente, ma non riguarda l’aspetto esteriore della massa, bensì la 
composizione cellulare della suddetta, in quanto le neoplasie sono costituite da 
cellule, appunto, di nuova formazione.  
Il termine “cancro”, o “carcinoma”, deriva dal greco “karkinos” e significa 
“granchio” e fu coniato dall’osservazione del fatto che le cellule neoplastiche dei 
tumori maligni formano propaggini che avvolgono le cellule normali 
distruggendole, proprio come un granchio afferra la sua preda con le chele. Il 
termine “cancro” fu inizialmente utilizzato per indicare i tumori maligni epiteliali, 
ma successivamente fu ampiamente usato per indicare tutti i tipi di tumore.  
La branca della medicina che studia gli aspetti eziopatogenetici, diagnostici e 
terapeutici dei tumori è denominata “oncologia” (dal greco ονxοσ = massa e 
λόγου = studio)[1].  
 
1.2 Tumori maligni e benigni: caratteristiche e differenze  
A seconda delle caratteristiche morfologiche, della tipologia di crescita e del 
comportamento nei confronti dei tessuti vicini e dell’intero organismo, i tumori 
vengono suddivisi in due principali gruppi : tumori benigni e tumori maligni.  
I tumori benigni sono costituiti da cellule che hanno caratteristiche strutturali e 
funzionali che rimangono pressoché inalterate, sebbene siano autonomamente in 
replicazione. L’autonomia dei tumori benigni si manifesta non solo per la loro 
incapacità di sottostare ai meccanismi di controllo della proliferazione cellulare, 
ma anche per la capacità di evadere i meccanismi omeostatici che regolano 
alcune delle loro funzioni[1]. I tumori benigni si trovano come masse anomale 
localizzate nel sito di origine e, per definizione, essi non invadono i tessuti 
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adiacenti, né si spostano in siti a distanza. Il tessuto profondo di questi tumori è 
circondato da una capsula fibrosa di tessuto connettivo, mentre in superficie è 
presente tessuto tegumentario che cresce verso l’esterno con la stessa velocità 
delle cellule dello strato epiteliale della pelle e delle membrane mucose. I tumori 
benigni crescono più lentamente dei tumori maligni e non sono invasivi, ma 
possono comunque causare danno, anche grave, ai tessuti vicini per 
compressione. Per esempio, un tumore intracranico delle meningi (fibroma 
cerebrale benigno) può portare a morte il soggetto a causa della compressione 
che esso esercita sul cervello[3]. Lo sviluppo dei tumori benigni è detto espansivo 
e, in genere, essi non si ripresentano dopo la rimozione chirurgica.  
I tumori maligni sono caratterizzati, invece, da una atipicità morfologica che è più 
marcata quanto più il tumore è indifferenziato. La atipicità si manifesta con la 
variabilità della forma e della dimensione delle cellule (polimorfismo) e/o degli 
organuli cellulari, in particolare il nucleo, il quale è frequentemente ipercromico 
ed in fase mitotica. A differenza dei tumori benigni, che sono caratterizzati da uno 
sviluppo espansivo, i tumori maligni sono caratterizzati da invasività neoplastica e 
una crescita molto rapida. I tessuti vicini subiscono infiltrazione e vengono 
danneggiati e distrutti, così che, nel corso del processo proliferativo, essi 
verranno sostituiti dalle cellule del tumore. L’invasività non si arresta a livello delle 
pareti dei capillari sanguigni e linfatici; anch’essi possono essere invasi e distrutti, 
con il risultato che le cellule tumorali entrano nel flusso sanguigno e/o linfatico, 
dando origine a un processo denominato metastasi, che consiste nella 
formazione di tumori secondari a distanza dal sito di origine. La fase di metastasi 
è una condizione estremamente grave per l’organismo, in quanto indica il 
passaggio da una patologia localizzata ad una patologia più profonda e radicata. 
Un altro aspetto dei tumori maligni è la possibilità di formazione di recidive dopo 
che essi sono stati rimossi chirurgicamente, ovvero la ricomparsa dello stesso  
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tumore nello stesso sito anatomico di origine con le medesime caratteristiche. Le 
recidive sono probabilmente dovute alla persistenza di alcune cellule 
neoplastiche infiltrate nei tessuti in prossimità della zona operata. I tumori maligni 
possono, inoltre, dare origine alla cachessia tumorale, un rapido e progressivo 
deterioramento fisico del soggetto colpito, il quale subisce una significativa 
diminuzione del peso corporeo e presenta stanchezza e apatia; la cachessia è 
causata dalla produzione e rilascio di composti molto tossici da parte delle cellule 
tumorali, principalmente una citochina, denominata TNF (Tumor Necrosis Factor), 
conosciuta anche come catechina, rilasciata in grandi quantità dalle cellule 
neoplastiche e anche dai macrofagi tumore-resistenti[1,3].  
Quando le cellule subiscono trasformazione neoplastica, esse esprimono sulla 
superficie antigeni che si ritrovano generalmente durante la vita fetale; inoltre, 
possono anche esprimere altri segnali di immaturità cellulare ed esibire alterazioni 
cromosomiche qualitative e quantitative, come fenomeni di traslazione e 
amplificazione di particolari sequenze geniche[4].  
 
1.3 Patogenesi dei tumori  
Gli oncogeni sono sequenze genomiche direttamente responsabili della 
trasformazione neoplastica. Per definizione, gli oncogeni sono tutti i geni mutati 
che, in qualsiasi modo, aumentando le loro funzionalità, contribuiscono alla 
formazione e successivo sviluppo del tumore. Esse originano da proto-oncogeni, 
sequenze di genoma molto simili che nelle cellule normali controllano importanti 
funzioni relative all’omeostasi cellulare.  
I proto-oncogeni si trovano coinvolti in vari processi associati alle cellule 
neoplastiche, quali:  
  ·  Regolazione del ciclo cellulare;   
  ·  Immortalizzazione cellulare;   
  ·  Inibizione della morte cellulare programmata (apoptosi);   
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  ·  Angiogenesi del tumore;   
  ·  Formazione dello stroma;   
  ·  Invasività tumorale;   
  ·  Metastasi;   
  ·  Controllo del processo di adesione cellulare;   
  ·  Accumulo di mutazioni.   
La trasformazione da proto-oncogeni a oncogeni avviene di conseguenza a 
mutazioni,amplificazione/riarrangiamento genico o errori nella regolazione 
della trascrizione; gli oncogeni acquisiscono la capacità di trasformare 
stabilmente le cellule normali all’interno delle quali essi sono contenuti. In 
confronto ai proto-oncogeni da cui derivano, gli oncogeni codificano 
anche per un eccesso di prodotto finale (nel caso di amplificazione genica 
o errori di regolazione della stessa) o per un’alterazione strutturale del 
prodotto che conferisce a quest’ultimo un’eccessiva attività (in caso di 
mutazione). La mutazione dei proto-oncogeni in oncogeni deriva sempre 
da mutazioni   
attivanti: è sufficiente l’alterazione di un singolo allele per determinare la 
produzione di un eccesso di prodotto, per cui si può affermare che gli oncogeni si 
comportano come geni dominanti. Inoltre, i proto-oncogeni codificano per 
prodotti responsabili dell’avanzamento del ciclo cellulare, per esempio fattori di 
crescita, recettori per fattori di crescita, fattori di trascrizione, cicline, CDK, ecc.  
Tutte le cellule animali, inoltre, possiedono un’ulteriore categoria di geni che ha 
una estrema importanza in tutte le fasi del processo carcinogenetico, i cosiddetti 
onco-soppressori o anti-oncogeni. A livello di questa specifica sequenza del 
DNA, per mutazioni inattivanti, come per esempio delezione di geni o fenomeni 
di silenziamento genico - quest’ultime conseguenza di fenomeno di 
ipermetilazione -avviene la prevenzione della codificazione dei costituenti proteici 
o l’inattivazione funzionale del prodotto. Essi sono definiti soppressori genici 
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tumorali poiché, in condizioni fisiologiche, codificano per prodotti chiamati anti-
oncoproteine, i quali sono implicati in una serie di funzioni inibitorie che 
contrastano quelle delle proteine codificate da oncogeni, come per esempio 
l’inibizione e/o il blocco della progressione del ciclo cellulare (per esempio le 
proteine Rb, p-53, NF-1, BRCA-1, BRCA-2, bcl-2). Fatta eccezione per pochi casi, 
gli oncosoppressori si comportano come geni recessivi, per cui è necessario che 
entrambe le copie degli alleli dello stesso gene siano mutate o silenziate in modo 
tale da determinare la perdita della loro funzionalità. Le eccezioni a questa regola 
sono rappresentate dai prodotti derivanti da quei geni che non sono attivi in 
monomeri, bensì in forma omotetramerica, per cui è sufficiente che una delle 
molecole che costituiscono il tetramero sia alterata in modo da perdere la sua 
funzione fisiologica. E’ il caso di una proteina codificata dall’anti- oncogene (T) 
p53 che sembra essere mutata in più del 75% dei tumori umani. Inoltre, molti 
geni oncosoppressori subiscono mutazioni a livello della linea cellulare germinale, 
per cui possono determinare la comparsa di tumori trasmissibili ereditariamente[1]. 
Secondo i risultati di molti esperimenti effettuati nel corso della ricerca sulla 
cancerogenesi, ampiamente confermati dagli studi clinici successivi, è stato 
identificato un certo numero di steps evolutivi nel processo di formazione dei 
tumori (FIGURA 1), i quali sono:  
  ·  Iniziazione: durante la quale una o più mutazioni, oppure uno o più 
errori nella regolazione genica, o entrambi, trasformano una normale 
cellula somatica in una cellula neoplastica, cioè una cellula tumorale che 
non è ancora capace di replicarsi autonomamente;   
  ·  Promozione: quando la cellula mutata iniziatrice, a causa di un 
danno genomico ulteriore in addizione alla precedente mutazione e allo 
stimolo proliferativo, comincia a replicarsi e formare una serie di cloni che 
portano la sua stessa alterazione genomica. Questa fase diventa 
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clinicamente evidente quando la massa cellulare raggiunge una certa 
dimensione;  
               · Progressione: consiste nel conseguente accumulo di mutazioni nel 
genoma di alcune cellule della popolazione neoplastica, come per 
esempio di quelle responsabili della comparsa di fenotipi invasivi o 
metastatici. Essa può avere il sopravvento nella riproduzione attraverso 
fenomeni di selettività, e formare una quantità di altri sotto- cloni 
dominanti che possono causare ulteriori alterazioni nel comportamento 
biologico del tumore. Per questo motivo, una volta formatosi, il tumore 
non è statico, bensì una identità dinamica, poiché la sua popolazione 
cellulare, sebbene derivi da un’unica cellula trasformata, non è omogenea 
in quanto non costituita da cellule morfologicamente e funzionalmente 
simili fra loro; esse presentano diversi livelli di eterogeneità, con il risultato 




FIGURA 1. Fasi evolutive dello sviluppo di un tumore. 
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Di questa eterogeneità neoplastica c’è un’evidenza sperimentale che mostra la 
presenza di una sub-popolazione cellulare, le cosiddette cellule staminali, 
caratterizzata dalla loro tendenza anomala a proliferare e generare tumori 
localizzati che possono comprimere o invadere i tessuti normali adiacenti[4]. 
L’accumulo di danni genomici in alcune cellule della popolazione di cellule 
tumorali è dovuto al fatto che essi interessano sia i geni che tramite i loro prodotti 
codificano per proteine responsabili del metabolismo e della replicazione del 
DNA, sia quelli che codificano per enzimi coinvolti nella riparazione del danno al 
DNA causato da queste macromolecole. Questo fenomeno è chiamato fragilità 
genomica; i danni al genoma si accumulano gradualmente in quanto sono assenti 
i meccanismi di riparazione. Non è ancora chiaro perché il fenomeno di fragilità 
genomica generalmente non compaia nei tumori benigni, né il motivo per cui, 
quando esso insorge, determini la comparsa di caratteristiche tipiche dei tumori 
maligni[1].  
In definitiva, ciò che viene alterato è il ciclo cellulare (FIGURA 2). Esso è definito 
come quella serie di fasi sequenziali che culminano nella mitosi, la quale si verifica 
con modalità overlapping in tutte le cellule somatiche, eccetto che nelle cellule 
dette perenni (come per esempio i neuroni ed i miociti); questi, in condizioni 























FIGURA 2. I l  ciclo cellulare. 
 
L’indipendenza nella moltiplicazione delle cellule tumorali, che si manifesta con 
la continua successione di cicli replicativi, deriva dalle alterazioni provocate dai 
proto-oncogeni e dai geni oncosoppressori che, in condizioni fisiologiche, 
controllerebbero l’intero funzionamento della replicazione cellulare. La crescita 
del tumore non dipende dalla velocità di moltiplicazione delle cellule, bensì 
dall’elevato numero di cellule che si replicano tutte allo stesso tempo e dal loro 
basso numero in pausa replicativa o sottomissione al processo di morte cellulare 
programmata (apoptosi). Di conseguenza, le cellule sopravvivono e continuano a 
replicarsi.  
2. LE CAUSE DEI TUMORI  
La crescita, la distribuzione geografica e il comportamento delle varie forme di 
cancro dipendono da diversi fattori:  
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· Fattori intrinseci, che sono legati all’organismo, in particolare il sesso, l’età, 
equilibri ormonali, razza, predisposizione genetica alle mutazioni; tutti questi 
fattori sono trasmessi dai genitori alla prole.  
· Fattori estrinseci, come l’esposizione a agenti cancerogeni presenti nell’
ambiente.  
Fra tutti questi fattori, l ’ esposizione ambientale è probabilmente la più 
importante causa dell’insorgenza di tumori. I principali fattori ambientali implicati 
nella cancerogenesi sono: agenti fisici, agenti chimici e virus oncogenici.  
 
2.1 CARCINOGENESI CAUSATA DA AGENTI FISICI  
Gli agenti fisici considerati cancerogeni sono: le radiazioni ultraviolette, le  
radiazioni ionizzanti e corpi estranei.  
2.1.1 Radiazioni Ultraviolette  
Molte ricerche epidemiologiche hanno mostrato che le radiazioni ultraviolette 
derivanti dai raggi solari o da fonti artificiali giocano un ruolo importante 
nell’eziopatogenesi di diversi tumori epiteliali. L’esposizione del corpo a queste 
radiazioni può produrre lesioni limitate ai tessuti superficiali che possono sfociare 
in reazioni eritematose infiammatorie o formazione di vesciche sulla cute.  
Questi effetti sono amplificati in presenza di sostanze fluorescenti sulla pelle: esse 
assorbono la radiazione a una certa lunghezza d’onda e la riemettono a lunghezza 
d’onda maggiore, insieme alla produzione di radicali liberi che vengono generati 
in questa reazione. Questa amplificazione è il cosiddetto effetto fotodinamico ed 
è promossa sia da molecole endogene, come le porfirine, che dai composti con 
cui la pelle viene a contatto, compresi farmaci, come la chinina, ed alcuni profumi 
(essenza di bergamotto). Quando ci sono esposizioni ripetute, dovute per 
esempio a fattori occupazionali, è presente una iper-pigmentazione della pelle 
persistente, poiché la sintesi di melanina nei melanociti è costantemente 
stimolata. Le cellule epidermiche subiscono iperplasia e cheratosi, cioè 
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inspessimento dello strato corneo; più chiaro è il colore della pelle e più alta è la 
sua sensibilità nei confronti di queste radiazioni. Infatti la melanina esercita 
un’azione protettiva a livello della cute, in quanto essa è in grado di assorbire le 
radiazioni UV, motivo per cui l’abbronzatura è una forma di adattamento a 
particolari condizioni ambientali.  
La radiazione UV, definita eccitante, si trova nella porzione dello spettro 
elettromagnetico con lunghezza d’onda fra 100 e 400 nanometri (nm) ed è 
suddivisa in tre bande di differenti lunghezze d’onda: UV-A = 400-315nm; UV-B= 
315-280nm; UV-C= 280-100nm. È stato dimostrato un effetto cancerogeno solo 
per lunghezze d’onda comprese fra 290 e 320nm. Un’esposizione prolungata a 
radiazioni con lunghezza d’onda fra 250 e 300nm, assorbite soprattutto da acidi 
nucleici e proteine, è un potenziale fattore di rischio per l’insorgenza di epiteliomi 
basocellulari e spinocellulari e melanomi in quelle aree maggiormente esposte 
alla radiazione, specialmente viso e mani. Il loro potere oncogenico è correlato 
alla loro abilità di indurre mutazioni nel DNA delle cellule colpite ed è espresso 
soprattutto con la formazione di dimeri di basi pirimidiniche (in particolate timina 
e citosina) che causano una deformazione stabile del DNA. I risultati biologici di 
questa mutazione sono: inattivazione enzimatica, alterazione della divisione 
cellulare, mutagenesi, morte cellulare (necrosi) e cancro. L’organismo ha 
comunque dei meccanismi di difesa nei confronti di questi danni. Nei soggetti 
normali, i siti di DNA alterato sono riconosciuti e rimossi da specifici sistemi 
enzimatici e sono nuovamente replicati in modo corretto. Ma quando 
l’esposizione ultravioletta è persistente nel corso degli anni, i meccanismi di 
riparazione non riescono a eliminare tutti gli errori accumulati nel DNA. In 
conseguenza a questa mancanza di riparazione, le mutazioni possono accumularsi 
fino a sfociare nella trasformazione neoplastica e vengono così trasmesse alle 
cellule della loro progenie. La riparazione non può avvenire se il danno genetico 
interessa siti omologhi nei due filamenti delle doppia elica di DNA. Per sostituire 
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la porzione interessata, il DNA viene sintetizzato dalla DNA-polimerasi che utilizza 
i siti omologhi come modello integro.  
I pazienti con malattie ereditarie come lo xeroderma pigmentoso, che causa 
difetti nei meccanismi riparativi del DNA, sono, infatti, gravemente a rischio di 
sviluppare tumori nelle parti del corpo maggiormente esposte alla luce[1].  
 
2.1.2 Radiazioni Ionizzanti  
Le prime informazioni relative all’effetto cancerogeno delle radiazioni ionizzanti 
furono una conseguenza di una diffusione di raggi X a scopo diagnostico e 
terapeutico. I radiologi e i tecnici dei laboratori di radiologia, ignari del rischio 
che correvano, erano esposti alla radiazione durante il loro lavoro ed i pazienti 
generalmente subivano alte dosi di esposizione. Solo successivamente 
l’esperienza ha portato alla produzione ed all’utilizzo di un equipaggiamento 
protettivo adeguato per coloro che venivano a contatto con laboratori di 
radiologia.  
Ulteriori informazioni riguardanti l’effetto nocivo delle radiazioni ionizzanti 
derivarono dall’osservazione delle conseguenze dell’esposizione occupazionale a 
lungo termine alle radiazioni naturali; è, infatti, un importante fattore di rischio per 
l’insorgenza di tumori solidi, specialmente a livello dei polmoni, e di leucemie nei 
lavoratori delle miniere di uranio.  
Infine, la terza e tragica esperienza fu osservata nei sopravvissuti alle esplosioni 
delle bombe atomiche su Hiroshima e Nagasaki e in coloro che sono stati vittime 
di incidenti nucleari.  
Il meccanismo tossico delle radiazioni ionizzanti consiste in:  
1.Effetto diretto che deriva dall’assorbimento della radiazione; esso provoca 
ionizzazione primaria, e, in certi casi, secondaria, dei costituenti cellulari con peso 
molecolare maggiore. In primis viene colpito il DNA, andando dalla rottura di uno 
o entrambi i filamenti, alla distorsione e rottura di basi e formazione di cross-links, 
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causando morte cellulare o mutazioni. Anche le proteine subiscono alterazioni 
nelle loro strutture primaria, secondaria e terziaria, andando incontro a distruzione 
o perdita di funzionalità. Una schermatura di piombo può impedire tale azione 
diretta, poiché riesce ad assorbire le radiazioni.  
2. Azione indiretta innescata dal trasferimento di energia all’acqua, il costituente 
più abbondante delle cellule. Anch’essa subisce fenomeni di ionizzazione e da 
questo processo si formano radicali liberi, alcuni dei quali sono agenti ossidanti e 
altri riducenti (H2O, OH-; H+, ecc..), e tutte le molecole che possono subire 
fenomeni di ossido-riduzione sono colpite da essi , specialmente i lipidi, i quali 
subiscono perossidazione  e si possono formare ulteriori radicali liberi con 
conseguente amplificazione delle reazioni perossidative. L’organismo è capace di 
difendersi dal danno ossidativo tramite enzimi come la superossido dismutasi 
(SOD), che agisce su O2– , e la catalasi, che decompone H2O2 in H2O e O2.Gli 
agenti antiossidanti e riducenti, come le vitamine A, C, E, glutatione ridotto e 
cisteina, ecc.. prevengono l’azione indiretta delle radiazioni ionizzanti.  
Come già osservato, ci sono vari effetti patologici, e la loro gravità è sempre 
direttamente correlata alla dose di radiazione assorbita.  
 
2.1.3 Corpi estranei  
Numerosi esperimenti sui roditori hanno mostrato che alcuni materiali inerti  
sono capaci di indurre certi tipi di sarcomi, conseguentemente al loro impianto in 
certe zone dell’organismo, nei tessuti sottocutanei. Fra questi troviamo film 
plastici e lamine metalliche, per esempio lamine d’oro, varie fibre di materiali 
organici e inorganici, dischi di carbonio e molti altri. Per quanto riguarda la 
cancerogenesi, deve essere considerata la dimensione, le caratteristiche della 
superficie delle particelle e la durata dell’impianto nel sito interessato: per 
esempio, l’incidenza della comparsa del tumore diminuisce, anche fino a 
scomparire, se vengono impiantate delle piastre forate (e la diminuzione è 
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proporzionale al numero e al diametro delle perforazioni), mentre aumenta con 
all’aumentare della superficie della lamina. Non c’è una relazione fra la natura 
chimica della lamina e la comparsa dei tumori. Lo stesso materiale se impiantato 
nel sottocute nelle stesse quantità, ma in forma di polvere, non sembra avere 
proprietà oncogeniche. Questi tumori sono specie-specifici: per esempio, ratti e 
topi sono altamente suscettibili alla carcinogenesi dovuta a corpi estranei, mentre 
nell’uomo sembra essere maggiormente resistente. Non è stato ancora 
completamente stabilito se i tumori associati all’esposizione all’asbesto (vedi 
Parte 2.3.1) possano essere considerati tumori indotti da agenti fisici o chimici 
non genotossici[1].  
 
2.2 CARCINOGENESI DI ORIGINE VIRALE  
 
Inizialmente i virus oncogenici furono considerati responsabili dell’insorgenza di 
vari tipi di tumori solo negli animali, ma successivamente si è visto che alcuni 
sono coinvolti nella comparsa di tumori anche nell’uomo.  
I virus oncogenici si suddividono in due grandi gruppi : quelli il cui genoma è 
costituito da DNA (Onco-DNA-virus) e quelli in cui invece è presente RNA 
(Retrovirus). La carcinogenesi virale è un processo definito “one shot”; in altre 
parole la penetrazione del singolo virione all’interno della cellula porterà a 
trasformazione neoplastica; inoltre, è costantemente associato all’integrazione del 
genoma virale – sia interamente che in parte - nel genoma cellulare e le sue 
funzioni continuano a essere svolte all’interno della cellula. Questo fenomeno è 
conosciuto come mutagenesi inserzionale.  
ONCO DNA VIRUS: le cellule rispondono in due differenti modi alle infezioni 
causate dai virus oncogenetici che possiedono DNA:  
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 Le cosiddette cellule permissive replicano il virus e soffrono della sua attività 
citopatogenetica, con la conseguenza della loro morte al momento del rilascio 
dei nuovi virioni sintetizzati. Generalmente queste non diventano mai cellule 
tumorali.   
 
-  Le cellule, invece, non permissive non replicano il virus che le infetta; esse 
subiscono trasformazione neoplastica dopo l’incorporazione di tutto o di una 
parte del genoma virale e successivamente le sequenze regolatorie (enhancers 
o promotori) dei geni virali, posizionati in prossimità dei proto-oncogeni della 
cellula, vengono attivati. I geni virali, che sono considerati veri oncogeni, 
codificano per proteine che agiscono a livello della membrana cellulare e del 
citoplasma e specialmente del nucleo, stimolando i processi di proliferazione 
cellulare. Alcune di esse sono capaci di attivare la produzione dei prodotti dei 
proto-oncogeni, rendendoli funzionalmente simili a quelli codificati dai 
corrispondenti oncogeni, mentre altre inattivano i prodotti dei geni 
soppressori tumorali, specialmente p53 e p105RB.   
Negli ultimi tempi, il processo di mutagenesi inserzionale è la causa di mutazioni 
in cui gli oncogeni e i geni oncosoppressori sono coinvolti. Questi sono 
rispettivamente attivati e inibiti dalle proteine codificate dai geni virali. La 
TABELLA 1 riporta gli oncogeni dei DNA virus più frequentemente coinvolti nella 
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- * in particolare i  ceppi 16 e 18  
- ** l ’ insorgenza di questo tumore segue anche l ’ infezione indotta da un altro virus 
epatotropo, appartenente a questa categoria di virus aventi genoma costituito da 
RNA, i l  virus dell ’epatite C (HCV). 
 
RETROVIRUS: i retrovirus sono così chiamati poiché nel loro genoma è presente 
un gene (pol) codificante per l’enzima virale trascrittasi inversa. Dopo essere 
penetrato nella cellula, il virus trasforma l’RNA del genoma virale in una doppia 
elica di DNA che viene incorporata nel genoma cellulare dagli enzimi integrasi. I 
retrovirus sono agenti che causano vari tipi di cancro in molte specie animali. Essi 
sono suddivisi in:  
Trasformazioni acute: inducono la rapida comparsa di tumori in animali e 
trasformazione neoplastica nelle cellule normali in colture cellulari.  
Trasformazioni lente: prive di oncogeni. Questi inducono la comparsa di 
tumori in animali dopo un lungo periodo di incubazione e non sono capaci di 
indurre trasformazione neoplastica in cellule normali nelle colture cellulari.  
Nelle cellule infettate da retrovirus tramite trasformazione acuta, la trasformazione 
                  DNA VIRUS Tumori Associati  
Epstein-Barr Virus (EBV) Linfoma di Burkitt 
Carcinoma Naso-faringe   
Linfoma Linfocitario  
Linfoma di Tipo B  
Human Papilloma virus (HPV)* Carcinoma Ano-genitale  
Hepatitis B Virus (HBV) Carcinoma epatico** 
             Kaposi’s Herpes Virus or  
             Human Herpes virus 8 (HHV-8) 
   Sarcoma di Kaposi 
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neoplastica è innescata dall ’incorporazione del genoma virale in quello della 
cellula, con conseguente alterazione genomica. La trasformazione neoplastica 
indotta da retrovirus a lenta trasformazione è essenzialmente collegata all ’
incorporazione del loro genoma in prossimità di un proto-oncogene che viene 
attivato così da sequenze regolatorie del genoma virale. In entrambi i casi, in 
contrasto con ciò che avviene per i tumori causati da DNA-virus, la replicazione 
del virus può essere portata avanti dalle cellule neoplastiche. La TABELLA 2 i 
principali virus a DNA che più frequentemente causano insorgenza di tumori     
nell’uomo[1]. 
 






* i  retrovirus HIV-1 e HIV-2, agenti scatenanti AIDS (Acquired Immune Deficiency 
Syndrome), non sono considerati propriamente agenti oncogenici,  ma essi 
provocano uno stato di grave immunodeficienza, faci l itando l’ insorgenza di tumori 
in individui malati,  a causa delle cosiddette infezioni opportunistiche frequenti in 
questi soggetti.  
 
 
2.3 CANCEROGENESI CAUSATA DA AGENTI CHIMICI  
Un evento chiave per la connessione fra la comparsa di tumori e l’esposizione a 
agenti chimici avvenne nel 1775, quando Sir Percival Pott, un chirurgo inglese, 
notò l’aumento considerevole dell’incidenza del cancro allo scroto fra coloro che 
erano stati addetti al mantenimento dei camini nella loro gioventù. Nel 1873 
Virus	  a	  RNA	   Tumori	  associati	  
HTLV-1 e HTLV-2 (= Human T cell 
Leukemia Virus) 
Leucemia a cellule T	  
Linfomi T (vari) 
HIV-1 e HIV-2* Linfomi 
Sarcoma di Kaposi	  
Epatite C  (HCV) HCC 
	   21	  
ulteriori osservazioni furono avanzate riguardo l’incidenza di cancro della pelle fra 
coloro che lavoravano con catrame.  
Lo studio attuale della cancerogenesi dovuta all’esposizione ad agenti chimici 
nacque nel 1915, quando fu pubblicato il primo esperimento controllato sulla 
carcinogenesi in animali da due ricercatori giapponesi, Yamagiwa e Ichikawa. Essi 
ricercarono la causa della comparsa di cellule cutanee squamose cancerose in 
conigli dipingendo ripetutamente alcune aree particolari del loro corpo con basse 
dosi di catrame, giorno per giorno. Il trattamento ripetuto della pelle con catrame 
tentò di riprodurre le stesse condizioni dei casi osservati in precedenza, che, 
come menzionato prima, avevano mostrato la relazione di causa-effetto fra il 
contatto continuo con il catrame dovuta a motivi occupazionali e la comparsa di 
tumori della pelle dopo molti anni di esposizione. Tramite ulteriori ricerche sulla 
cancerogenesi dovuta ad agenti chimici su differenti specie animali, specialmente 
su topi, furono esaminati molti altri composti chimici, considerando numerose 
altre vie di somministrazione e migliorando il metodo di studio sulle 
trasformazioni neoplastiche. Fu scoperto che gli agenti chimici cancerogeni erano 
attivi non solo nel causare l’insorgenza di tumori in animali, ma erano capaci di 
produrre trasformazione neoplastica anche in colture cellulari. Grazie a queste 
indagini è stato provato che, con l’eccezione dei derivati dell’arsenico, tutti i 
composti chimici sospettati di causare la comparsa di tumori in coloro che, a 
causa di motivi professionali, erano entrati a contatto con essi per molti anni, 
risultavano cancerogeni anche negli esperimenti su animali. Da questo risultato si 
è concluso che tutti i composti chimici oncogenici negli esperimenti su animali 
devono essere considerati potenziali cancerogeni anche per l’uomo. Da ciò è 
derivata la regola generale di sperimentare tutti i composti chimici di nuova 
sintesi presunti per uso umano, per mostrare eventuale cancerogenesi.  
Per definizione, i composti chimici cancerogeni sono “quegli agenti la cui 
somministrazione induce la comparsa di tumori in animali da esperimento che, in 
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assenza di questa somministrazione, risultano liberi da neoplasie“[1,2]. Quasi tutti 
gli agenti chimici cancerogeni analizzati sono genotossici, cioè danneggiano il 
DNA, portando alla comparsa di mutazioni. Certamente questo non significa che 
tutti gli agenti mutageni sono da considerare cancerogeni. Infatti, in realtà, non 
tutte le mutazioni sono correlate a trasformazione neoplastica. Sono pochi gli 
agenti chimici cancerogeni non genotossici: il loro effetto è correlato a fenomeni 
epigenetici, come la disregolazione funzionale di geni, senza alterazioni 
strutturali. Ogni cancerogeno di natura chimica induce la comparsa di tumore in 
esperimenti animali solo quando somministrato a un certo dosaggio (dose soglia) 
che sembra essere ben definito per ogni composto esaminato. Dal momento che 
la somministrazione in una singola dose di molti composti in quantità 
corrispondente alla dose soglia può, in molti casi, causare la morte degli animali a 
causa di tossicità acuta, diventa necessario splittare la dose soglia in unità minori, 
prolungando conseguentemente la durata del tempo dell ’ esperimento. Per 
questo motivo, i cancerogeni di natura chimica sono definiti tossici addizionali, a 
significare che la somministrazione ripetuta del  
cancerogeno nel tempo porta alla comparsa di un tumore nell’animale sottoposto 
a trattamento, quando questo ha ricevuto una quantità esattamente 
corrispondente alla dose soglia.   Questo porta alla conclusione che la 
cancerogenesi causata da agenti chimici è un processo multistep che si verifica in 
diversi stadi, ognuno dei quali genera mutazione in determinati geni. Quando 
questi dati sono rivisitati dal punto di vista della biologia molecolare diventa 
chiaro che la somministrazione prolungata nel tempo del cancerogeno, fino ad 
arrivare alla dose soglia, darà un aumento probabilistico per quelle mutazioni a 
livello dei proto-oncogeni e dei geni soppressori tumorali, i quali sono alla base 
della comparsa di tumori. La somministrazione di un cancerogeno nell’animale a 
una dose inferiore alla dose soglia non causa la comparsa del tumore, ma, invece, 
può formarsi se l ’ animale riceve ripetute dosi di cancerogeno fino al 
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raggiungimento della dose soglia. Alcuni composti chimici non cancerogeni di 
per sé causano l’insorgenza di tumori solo quando somministrati ad animali che 
sono stati preventivamente trattati con la sostanza cancerogena, anche a un 
dosaggio considerevolmente minore a quello della dose soglia.  
Questi composti sono chiamati agenti co-cancerogeni. Essi non agiscono sul DNA 
, ma favoriscono i processi di replicazione cellulare. Il processo della co-
cancerogenesi è sempre unidirezionale, così che la somministrazione della dose 
subliminale di cancerogeno deve sempre precedere quella dell ’ agente 
promotore.  
Analizzando un largo numero di risultati ottenuti sperimentalmente attraverso la 
somministrazione di una dose subliminale di cancerogeno negli animali seguiti da 
un agente promuovente, Isaac Beremblum formulò la teoria della cancerogenesi 
multifase. Egli ha distinto gli stadi di iniziazione, promozione, progressione[1] , 
discussi nella Parte 1.3. E’ importante la distinzione fra iniziatori e promotori: gli 
iniziatori in dosi basse non producono cancro, ma comunque provocano la 
comparsa di mutazioni; senza uno stimolo secondario la trasformazione delle 
cellule in cellule maligne è altamente improbabile, ma, se queste cellule vengono 
successivamente esposte a un agente promotore, compare il fenotipo maligno. In 
assenza di iniziatore, i promotori di per sé non sono né genotossici né 
mutagenetici. Alcuni fra i più importanti promotori sono il 12-O-tetradecanoil-13-
acetato (TPA), i pesticidi organoclorurati e molti ormoni (per esempio gli 
estrogeni[2,6]).  
Gli agenti chimici cancerogeni si suddividono in due classi: 
 - Cancerogeni diretti: agiscono direttamente sul DNA. Essi non  
richiedono la formazione di metaboliti per la loro azione. 
 - Pro-cancerogeni o cancerogeni indiretti: essi di per sé non sono cancerogeni, 
ma alcuni loro derivati risultanti da reazioni enzimatiche su di essi lo sono. L’
attivazione metabolica dei cancerogeni indiretti è necessaria ed avviene in 
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microsomi tramite un sistema enzimatico complesso che causa la loro 
ossidazione, con conseguente formazione di composti secondari con una 
elettrofilicità maggiore con una aumentata abilità di interagire con composti 
nucleofili come il DNA  
(cancerogeni intermedi e terminali). Entrambi i cancerogeni diretti e indiretti sono 
genotossici e agenti iniziatori tumorali.  Una terza categoria potrebbe essere 
aggiunta alle due suddette, quella dei cancerogeni non genotossici ( o 
epigenetici)[1]. 
 
2.3.1. CANCEROGENI DIRETTI  
Composti Inorganici  
Il metallo ed i suoi componenti possono indurre molti tipi di tumori dovuti a 
cause occupazionali, anche se il meccanismo d’azione al momento è sconosciuto. 
Fra questi : arsenico, ferro, cromo, nichel, cobalto e cadmio. Una possibile 
spiegazione che può giustificare la loro cancerogenicità sta nel fatto che essi 
riescono ad interagire con le basi ed i gruppi fosfato del DNA a causa della loro 
natura di cationi bivalenti ed elettrofili.  
Fra i composti organici meglio documentati, riconosciuti come responsabili delle 
patologie oncogene con cause professionali nell ’ uomo, troviamo i derivati 
trivalente e pentavalente dell’arsenico: si è visto che l’esposizione prolungata a 
questi composti è responsabile della comparsa di tumori della pelle, dovuti al 
contatto diretto, e tumori polmonari conseguenti all’inalazione continua[7].  
Composti acetilanti e alchilanti  
Il più comune meccanismo dei composti alchilanti è quello per cui essi 
addizionano gruppi alchilici a siti nucleofili sulle macromolecole cellulari, 
specialmente a livello di gruppi funzionali contenenti azoto, ossigeno e zolfo, 
formando dei legami covalenti. Nonostante questi agenti possano 
potenzialmente danneggiare tutte le macromolecole cellulari, i loro effetti 
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biologici sono attribuiti alla loro capacità di colpire il DNA, in particolare a livello 
dell’ossigeno in posizione 6 e dell’azoto in posizione 7 della guanina e dell’
adenina e dei tre atomi di ossigeno dei gruppi fosfato[2]. Essi non richiedono 
attivazione metabolica; altri composti, come le nitrosammine ed il cloruro di 
vinile, invece, sono attivati metabolicamente in composti alchilanti, oppure 
sviluppano questa attività per esempio tramite spontanea degradazione chimica 
(per esempio temozolamide).  
Ci sono numerosi composti alchilanti che possono essere classificati come 
monofunzionali e difunzionali, a seconda della loro modalità di interazione con il 
DNA: i composti monofunzionali provocano l’alchilazione di precise basi del DNA, 
mentre i composti bifunzionali creano cross-links intra e/o intermolecolari fra le 
catene del DNA, generalmente attraverso l’alchilazione dell’azoto in posizione 7 
della guanina di eliche antiparallele. Sono questi ultimi gli agenti alchilanti con 
maggiore tossicità.  
Esempi di agenti alchilanti sono il 6-propiolattone, il dimetilsolfato, il 
diepossibutano, la ciclofosfamide ed altri farmaci antitumorali[5,7].  Alcuni agenti, 
invece, sono acetilanti, come per esempio l’1-acetil-imidazolo, e sono ritenuti 
composti cancerogeni, nonostante abbiano azione più debole[7]. 
  
2.3.2. CANCEROGENI INDIRETTI  
Idrocarburi policiclici aromatici (PAH) particolarmente importanti nel campo dell’
oncologia sperimentale, professionale ed anche ambientale sono gli idrocarburi 
policiclici aromatici, così denominati poiché essi consistono in una serie di anelli 
aromatici collegati; alcuni sono caratterizzati da un odore gradevole. La maggior 
parte degli idrocarburi policiclici aromatici si formano durante la combustione di 
materiali organici generalmente ad alte temperature. In realtà, la ciclizzazione 
raramente si sviluppa a temperature inferiori a 600°C e la maggior parte dei cicli 
si ha per temperature comprese fra 600-950°C, mentre sopra i 1000°C essi 
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subiscono il fenomeno della pirolisi, che porta alla degradazione termolitica degli 
anelli. Dal momento che sono molecole solubili in sostanze lipofile, esse passano 
facilmente attraverso le membrane cellulari.  
Gli idrocarburi policiclici aromatici possono essere omociclici od eterociclici: i 
primi consistono in un unico anello benzenico, mentre i secondi contengono 
almeno un altro anello non benzenico nella loro struttura. C’è anche un altro tipo 
di suddivisione in composti policiclici aromatici sostituiti e non sostituiti, a 
seconda che uno o più atomi di Idrogeno siano o meno sostituiti, generalmente 
con un gruppo chimico metilico o etilico. Generalmente i PAH cancerogeni 
contengono diversi anelli benzenici, da tre fino a un massimo di sei; quelli che 
consistono in più di sei anelli coniugati non esercitano alcuna azione 
cancerogena. Particolare importanza è ricoperta dal grado di sostituzione delle 
molecole; generalmente la metilazione favorisce un’azione oncogenica e talvolta 
può aumentarla in composti di norma non cancerogeni. Inoltre, i gruppi metilici 
devono essere collocati in una posizione adatta perché questo avvenga.  
I PHA omociclici derivano dal fenantrene, antracene, pirene e crisene. 
Contrariamente a queste ultime molecole, non cancerogene, i loro derivati 
metilati e quelli ottenuti per addizione di ulteriori cicli benzenici lo sono. Esempi 
di PHA non metilati sono: 1,2-benz[a]antracene, benzo[c]fenantrene, 
benzo[a]pirene and dibenz[a,c]antracene (FIGURA 3). Fra i PHA omociclici metilati 
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FIGURA 3. Derivati di fenantrene, antracene, pirene e crisene. 
 
I derivati di fluorene, fluorantrene e acridina sono PHA eterociclici; i precursori 
non sono cancerogeni, mentre i loro derivati metilati e quelli ottenuti per 
aggiunta di anelli benzenici lo sono, per esempio benzo(j)fluorantrene and 
benzo(k)fluorantrene (FIGURA 4).  
 
 
FIGURA 4. Derivati di f luorene, fluorantrene e acridina. 
Ricerche sperimentali hanno dimostrato che gli idrocarburi omociclici aromatici 
esercitano una maggiore azione cancerogena rispetto a quelli eterociclici. Essi 
sono stati ritrovati nel fumo delle sigarette e sono maggiormente presenti 
nell’atmosfera a livello delle aree urbane poiché questi composti sono prodotti 
direttamente dal combustibile bruciato all’interno degli impianti di riscaldamento 
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domestici e a livello industriale. Nell’uomo, i tumori indotti da queste sostanze 
interessano la pelle, il sistema respiratorio e il tratto gastrointestinale. I PHA sono 
agenti pro-cancerogeni e diventano cancerogeni dopo attivazione metabolica, 
che può avvenire in uno o più stadi; nell’ultimo caso, la formazione del prodotto 
cancerogeno finale è preceduta dalla sintesi di uno o più composti intermedi, 
ognuno con la propria reattività. I composti attivi generalmente sono epossidi, 
diol-epossidi e dioli, i quali, essendo instabili e altamente elettrofili, si legano a 
determinati siti nucleofili del DNA, proteine e lipidi[7,8].   
Ammine aromatiche  
Le ammine aromatiche sono composti pro-cancerogeni derivati dell’anilina, che è 
l’ammina aromatica più semplice, priva di attività cancerogena, anche se 
associata a un certo grado di tossicità. Molti dei suoi derivati, soprattutto ottenuti 
per condensazione, consistenti in due anelli condensati benzenici contenenti uno 
o più gruppi amminici sono stati oggetto di studi approfonditi per cercare di 
spiegare la loro azione cancerogena. I composti più importanti sono 
difenildiamina (benzidina), the 2-naftilamina (o 6- naftilamina, 4- aminodifenile 
(FIGURA 5), ognuno dei quali è utilizzato per la sintesi di coloranti ed esplosivi. 
Tutte le ammine aromatiche hanno lo stesso meccanismo di cancerogenesi; esso 
consiste nell’attivazione metabolica di pro-cancerogeni in cancerogeni, i quali 
sono la vera causa dell’insorgenza del tumore. Per esempio, la 2-naftilammina, 
dopo metabolismo epatico, viene attivata e si ottiene il cancerogeno definitivo 1-
idrossi-2-aminonaftolo (FIGURA 5),responsabile della comparsa di tumori della 
vescica. Curiosamente, la α-naftilammina non è un cancerogeno. Si è pensato che 
nel processo di attivazione metabolica, visto che la posizione 1 dell’anello è già 
occupata da un gruppo amminico, la reazione di idrossilazione, responsabile della 
formazione del composto cancerogeno, non può avvenire in quella determinata 
posizione. La spiegazione per cui l’ossidazione in posizione para piuttosto che 
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Un altro gruppo di ammine aromatiche, originanti dal diamminodifenilmetano, è 
coinvolto nella cancerogenesi di tipo sperimentale ed anche professionale. I 
composti maggiormente studiati ed approfonditi sono 3,3'- 
dimetildiaminodifenilmetano, chiamato anche Verde Magenta, 3,3'- 
diclorodiaminodifenilmetano, conosciuto anche come MOCA, e aurammina  
(FIGURA 6).  
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FIGURA 6. Un altro gruppo di ammine pro-cancerogene. 
 
Il terzo gruppo di ammine aromatiche pro-cancerogene è rappresentato dai 
derivati del fluorene, e in particolare dal 2-acetil-aminofluorene (FIGURA 7). 
Questo è un insetticida molto potente che fu brevettato nel 1940, mai autorizzato 
per la produzione in larga scala per la sua azione pro- cancerogena in molte 
specie animali, notata in test di tossicità a lungo e breve termine a cui esso fu 
sottoposto. Anche i suoi derivati mostrano attività pro-cancerogena, diventando 
cancerogeni definitivamente dopo la loro attivazione metabolica. Comunque, in 
questo caso, l’attivazione non si verifica per N-idrossilazione, bensì per N-
esterificazione. Il primo di questi derivati ad essere studiato è stato N-acetil-2-
aminofluorene, il quale forma addotti sia con la guanosina che con la metionina. 
Fra questi composti, l’estere solforico dell’ N-idrossiamino-fluorene sembra 
essere il più attivo[7]. 
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Gli azo-composti sono costituiti da molecole caratterizzate dalla presenza di un 
anello benzenico contenente minimo un gruppo amminico legato da due atomi 
di azoto fra i quali è presente un doppio legame. Le ricerche sperimentali sulla 
loro cancerogenicità negli animali furono molto intense  
poiché un gran numero di essi veniva impiegato come colorante per alimenti, 
finché non ne è stata dimostrata la cancerogenicità negli animali.  Fra questi 
troviamo l’orto-aminoazotoluolo, meglio conosciuto come rosso scarlatto, e il 
dimetil-ammino-azobenzene (DAB) (FIGURA 8), comunemente conosciuto come 






FIGURA 8. Azo-composti. 
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Si è scoperto che sia il DAB che gli altri composti hanno potenziale oncogenico a 
seconda di determinate proprietà della molecola, per esempio:  
  -  L’attività oncogenica è favorita dalla trivalenza dei due atomi di 
azoto sotto forma di doppio legame, -N=N-; la riduzione di questo legame 
a - NH-NH- determina la scomparsa della cancerogenicità.   
  -  La presenza di gruppi metilici in determinate posizioni nella 
struttura, come nel monometilamminoazobenzene (MAB), meno attivo del 
dimetilammino-azobenzene, a sua volta è meno attivo del suo derivato tri-
metilato. Dall’altro lato, l’addizione di gruppi metilici in altre posizioni può 
determinare la riduzione o addirittura la scomparsa dell ’ attività 
cancerogena.   
  -  I sostituenti del gruppo amminico: solo se essi sono metilici o 
etilici, la molecola sarà dotata di attività oncogenica. Al contrario, se i 
 sostituenti sono più complessi i composti risulteranno non cancerogeni. Gli 
azo-composti sono responsabili della comparsa di tumori del fegato 
(epatomi e colangiomi); essi sono metabolizzati e trasformati in composti 
attivi dopo l’introduzione di un gruppo idrossilico e la coniugazione con 
acido solforico. Essendo attivati dall’organismo, gli azo-composti possono 
anche essere disattivati attraverso reazioni metaboliche come la 
coniugazione con acido glucuronico, riduzione e scissione dell’azo-legame. 
Le vitamine del gruppo B, specialmente la riboflavina, e le sostanze la cui 
azione è di induzione su enzimi di sistemi microsomiali coinvolti nell ’
inattivazione del metabolita possono proteggere il soggetto dall ’
insorgenza di tumori del fegato[8]. 
Composti dell’Ossido nitroso, Azoalcani, Carbammati e Etionina  
I composti dell’ossido nitroso, gli azoalcani, i carbammati e l’etionina sono definiti 
composti alchilanti non spontanei, poiché essi acquisiscono questa funzione dopo 
attivazione metabolica.   I composti dell ’ ossido nitroso sono suddivisi in 
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nitrosammine, composti in cui il gruppo N-NO è legato direttamente a due 
radicali alchilici, e nitrosammidi, in cui, invece, le due valenze sono saturate 
rispettivamente da un radicale alchilico e non alchilico.  
Esempi di nitrosammine sono la dimetilnitrosammina e la dietilnitrosammina 





FIGURA 9. Esempi di nitrosammine. 
 
Esempi di nitrosammidi sono la metilnitrosurea e la metilnitrosoguanidina       




                          FIGURA 10. Esempi di nitrosammidi. 
 
Poiché le nitrosammidi subiscono attivazione metabolica con la formazione di 
azoalcani senza intermediazione enzimatica, esse sono considerate cancerogeni 
diretti. Le nitrosammidi sono comunque anche rapidamente inattivate da sistemi 
enzimatici che provvedono alla rimozione del gruppo nitroso.  
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Gli azoalcani sono suddivisi in azoalcani propriamente detti, con struttura 
generale  R-N=N-R ’ , idroazoalcani, con struttura generale R-NH=NH-R ’ , e 
azoossialcani, con struttura generale R-N=NO=R’. Fra le idrazine, l’idrazide dell’
acido isonicotinico o l’isoniazide –impiegate con successo nel trattamento della 
tubercolosi- risulta oncogenica per certi ceppi di topi, in cui si osserva la 
comparsa di tumore polmonare.  
Fra i carbammati, l’uretano (etilcarbammato), con formula C2 H5-O-CO-NH2, usato 
per molti anni come anestetico, analgesico e sedativo, è considerato un 
cancerogeno completo per alcuni particolari organi, come il fegato, il polmone e 
la ghiandola mammaria; è un agente iniziatore per la pelle e induce leucemia da 
radiazioni. Esso agisce solo dopo attivazione metabolica a N-idrossiuretano, che 
successivamente viene esterificato.  
Infine l ’etionina, l ’etossido derivato dalla metionina, induce la formazione di 
noduli iperplastici epatici, che possono degenerare in cancro. L ’ attivazione 
enzimatica forma il suo derivato attivo, S-adenosiletionina, che agisce come 
alchilante del DNA sul sito della guanina[8]. 
 
Sostanze naturali: aflatossine, cicasina e safrolo  
Le aflatossine sono sostanze prodotte dal fungo Aspergillus flavus, il quale 
contamina alimenti, come cereali e pane, e vino conservati in ambienti caldi e 
umidi. Le aflatossine sono metabolizzate a epossidi nelle cellule, i quali possono 
legare il DNA formando addotti o subendo attivazione tramite l’enzima epossido 
idrolasi, e successivamente sono coniugati con il glutatione. Associate ai virus dell
’epatite, esse possono causare tumori del fegato.  
La cicasina, contenuta nella noce Cycas, la cui farina viene utilizzata da alcune 
popolazioni dell’estremo Oriente induce tumori di fegato, rene e tratto digestivo 
in alcuni roditori. Chimicamente la cicasina è il β -glucoside del 
metilazossimetanolo e, grazie a una specifica β-glucosidasi sintetizzata dai batteri 
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della flora intestinale, l ’ azossimetanolo, azoalcano cancerogeno, viene 
generalmente neutralizzato.  
Il safrolo è un componente dell’olio di sassofrasso, usato in piccole quantità nelle 
industrie cosmetiche e alimentari. Dopo idrossilazione, che porta alla formazione 
dell’intermedio cancerogeno idrossisafrolo, ed esterificazione con acido acetico o 
acido solforico, esso forma il composto attivo acetossisafrolo, il quale genera 
facilmente addotti con l’Ossigeno in posizione 6 della guanina. Nei ratti questo 
composto induce la comparsa di epatomi[8]. 
 
2.3.3 CANCEROGENI EPIGENETICI  
Le sostanze cancerogene di tipo epigenetico (o non genotossiche) non hanno 
azione sul DNA e, soprattutto, non sono in grado di indurre mutazioni. Esse 
generano neoplasie tramite l ’alterazione della regolazione funzionale di geni 
senza alterarli strutturalmente.  
Fra i cancerogeni epigenetici troviamo l’asbesto, materiale largamente usato nelle 
costruzioni e in molte industrie; esso include una famiglia di silicati fibrosi, molto 
simili tra loro, classificati in “serpentini” o “anfiboli”: i primi sono costituiti da fibre 
flessibili, mentre i secondi, principalmente rappresentati da crocidolite e amosite, 
da fibre strette rigide. Il deposito di fibre di asbesto nei polmoni dipende dal loro 
diametro e dalla lunghezza: le fibre più spesse (3- 10μm) si fermano nel tratto 
respiratorio superiore e sono responsabili di fibrosi polmonari, mentre le fibre più 
fini (<0.25μm) si depositano a livello delle vie profonde e negli alveoli polmonari; 
sono queste ultime a causare tumori. Il tumore caratteristicamente associato a 
fibre di asbesto è il mesotelioma pleurico e delle cavità peritoneali. Questo 
tumore è molto raro nella popolazione generale, ma è stato osservato che nel 2-
3% si verifica in lavoratori fortemente esposti a asbesto. Le fibre possono essere 
inalate accidentalmente durante il lavoro nelle miniere oppure se il soggetto 
viene a contatto con materiale da isolamento per manifatture e installazioni; il 
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rischio è elevato anche in ambito industriale o a contatto con aria contaminata in 
prossimità di costruzioni in fase di riparazione o demolizione, e persino con gli 
abiti dei lavoratori che hanno maneggiato materiale contenente asbesto. Il 
periodo di latenza, cioè l’intervallo di tempo fra l’esposizione e la comparsa del 
tumore, è di circa 20 anni, ma può essere ancora più lungo. È probabile che i 
tumori di questa origine derivino dal contatto intimo fra le membrane peritoneali 
e pleuriche e le fibre di asbesto, trasportate verso di esse tramite i vasi linfatici. 
Sfortunatamente, la patogenesi del mesotelioma pleurico causato dall’asbesto è 
tutt’ora sconosciuta. A causa della forte sinergia con il fumo di sigaretta, l’asbesto 
è considerato responsabile dell’aumento dell’incidenza di tumori polmonari e 
probabilmente anche di cancro gastrointestinale e della laringe[7].  
 
2.3.4 ALTRI COMPOSTI CANCEROGENI  
Idrocarburi alogenati  
Questa classe di composti include solventi, resine, insetticidi, pesticidi, plastiche 
prodotte industrialmente, tutte sostanze il cui uso è aumentato 
considerevolmente con il passare dei tempi e con cui l’uomo spesso viene a 
contatto.  
Il dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), un insetticida utilizzato ubiquitariamente per 
molti anni e grazie al quale la malaria è stata eradicata in molte parti del mondo, 
è considerato un cancerogeno solo potenzialmente, poiché non ci sono 
significativi risultati negli studi epidemiologici, anche se è stato provata l ’
induzione di tumori del fegato in topi e ratti. Uno dei suoi derivati, 2,2-bis (p- 
clorofenil) etilene, sembra essere dotato di grande potere oncogenico.  
In termini di cancerogenesi nell ’uomo, i clorofenoli, utilizzati come erbicidi, 
insetticidi, esfolianti, e alcuni composti associati ad essi, come la tetracloro- 
dibenzodiossina (TCDD, FIGURA 11), sono certamente più pericolosi del DDT. 
Sembra che questi composti siano responsabili di cancro al polmone e altre parti 
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FIGURA 11. TCDD, nota anche con il nome di “diossina Seveso”. 
 
I composti analoghi clorodifenilici rappresentano un’altra classe di idrocarburi 
alogenati tossici per l’uomo e cancerogeni per ratti e topi.  Il cloruro di vinile 
(CH2=CHCl), il monomero usato nella produzione industriale di molti polimeri 
(Polivinilcloruro, PVC), è responsabile dell ’ angiosarcoma epatico nell ’ uomo; 
rappresenta un composto pro- cancerogeno che è attivato metabolicamente in 
un epossido cancerogeno. Infine il tetracloruro di carbonio (CCl4) è sia 
steatogeno che cancerogeno per il fegato[8]. 
 
Vari composti organici  
Il numero dei composti organici di sintesi dichiarati come cancerogeni è in 
costante crescita, come dimostrato dai test effettuati su animali. Fra questi 
troviamo anche i farmaci: cloramfenicolo, fenacetina, utilizzati per moltissimo 
tempo come analgesici, la nitrofurantoina, antibatterico e antiparassitario usato 
come disinfettante del tratto urinario. Invece, fra gli erbicidi e i pesticidi citiamo l’
amminotriazolo, responsabile di tumori dovuti a cause professionali, e la 
tioacetammide. Lo studio di alcune delle sostanze impiegate per la loro attività 
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3. COME FUNZIONANO I FARMACI ANTITUMORALI  
Poiché le cellule tumorali proliferano senza alcun controllo, il primo obiettivo dei 
ricercatori fu quello di trovare composti capaci di fermare la crescita incontrollata 
della massa tumorale. I farmaci usati nelle terapie oncologiche convenzionali sono 
citotossici o agenti contrastanti la proliferazione, e possono essere raggruppati in 
varie classi in base al loro meccanismo d’azione. Essi sono soprattutto agenti 
genotossici che, in modi differenti, interferiscono con le normali funzioni del DNA. 
I targets convenzionali della terapia citotossica sono i principali processi coinvolti 
nella proliferazione cellulare, come la funzionalità del DNA e la divisione cellulare:  
A. I farmaci che interferiscono con le funzionalità del DNA sono agenti che 
causano un danno diretto (agenti genotossici) attraverso la formazione di legami 
chimici irreversibili o complessi con differente stabilità. Questi processi alterano la 
conformazione della doppia elica e, conseguentemente, la sua funzionalità. Altri 
composti, i cosiddetti antimetaboliti, provocano, invece, un danno indiretto al 
DNA tramite l’inibizione della biosintesi degli acidi nucleici: essi, infatti, agiscono 
sostituendosi ai normali costituenti, così che avviene il blocco dei processi vitali 
cellulari per la presenza di elementi aberranti.  
B. I farmaci che interferiscono con la divisione cellulare sono solitamente inibitori 
della mitosi, i quali colpiscono la dinamica dei microtubuli tramite la 
stabilizzazione o inibizione della polimerizzazione della tubulina, e inibitori delle 
topoisomerasi.  
Anche se gli agenti citotossici di uso clinico non possono essere considerati 
tumore-specifici, c’è comunque una base di specificità che giustifica la variabilità 
della loro azione in diverse tipologie di tumori. A parte la specificità parziale, ci 
sono due principali limitazioni degli agenti citotossici: a) la mancanza di 
sufficiente selettività per le cellule tumorali; questa è la principale causa dell’
elevata tossicità, specialmente nei tessuti a rapida crescita come le gonadi, il 
tessuto emopoietico e le membrane mucose, come quella intestinale; b) il 
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fenomeno di resistenza che il tumore sviluppa nei confronti di questi farmaci, 
specialmente i tumori solidi.  
Inoltre, possedendo anche un’elevata attività immunosoppressiva, questi farmaci 
abbassano le difese endogene dell’organismo ed espongono il paziente a un 
rischio più alto di contrarre patologie di natura infettiva. Molti studi preclinici sui 
modelli cellulari hanno mostrato la via principale tramite la quale i farmaci 
antitumorali uccidono le cellule del tumore sensibili al trattamento, al di là della 
loro struttura chimica e del meccanismo d’azione: è l’attivazione del processo di 
morte cellulare programmata, detta anche apoptosi. Questo processo, infatti, è 
finemente regolato da un punto di vista genetico e coinvolge l’azione di diversi 
prodotti genici con funzione pro- o anti-apoptotica. Le alterazioni riguardanti la 
regolazione di questo processo possono causare vari gradi di resistenza 
intrinseca, tipica della maggioranza dei tumori solidi.  
Le recenti acquisizioni in termini di caratterizzazione molecolare delle alterazioni 
espresse nelle cellule tumorali hanno portato allo sviluppo di nuove molecole e 
approcci terapeutici basati su targets specifici cellulari. La maggior parte dei 
farmaci correntemente usati in terapia clinica agisce su targets associati alla 
proliferazione cellulare e promoventi l’apoptosi[5].  
Le principali classi di farmaci che mostrano effetti pro-apoptotici sono: 
 - Agenti alchilanti, un gruppo chimicamente e farmacologicamente eterogeneo 
usato nel trattamento di diversi tipi di cancro, i quali alchilano siti nucleofili delle 
macromolecole cellulari, in particolare il DNA. La conseguenza dell’alterazione 
del DNA è la formazione di cross-links intra ed inter-molecolari. Clinicamente, i 
farmaci di questo gruppo più efficaci presentano un gruppo funzionale che può 
essere bis[cloroetil]etilamminico, o etilenimminico, o nitrosureico all’interno della 
loro struttura. Il meccanismo d ’ azione generale include la formazione di 
ciclizzazione intramolecolare, che dà origine allo ione aziridinio (per quei 
composti che hanno i gruppi funzionali bis[cloroetil]etilamminico, o 
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etilenimminico) o la formazione di un carbocatione vinilico (per quei composti che 
hanno un gruppo nitrosureico); in entrambi i casi, si verifica un trasferimento di un 
gruppo alchilico su costituenti cellulari. Il principale sito di alchilazione è l’azoto in 
posizione 7 della guanina del DNA, anche se comunque possono essere alchilate 
altre posizioni, altre basi azotate e l’ossigeno dei gruppi fosfato (FIGURA 12).  
L’alchilazione può cambiare l’equilibrio chetoenolico e determinare codificazioni 
aberranti conosciute come  “miscoding”, in cui è favorito  l’accoppiamento della 
guanina con la timina, invece che con la citosina. Anche se non sono considerati 
farmaci ciclo-specifici, gli agenti alchilanti sembrano essere più efficaci nelle fasi G1 
e S del ciclo cellulare (FIGURA 2) e nei tessuti a rapida proliferazione; le cellule 
riescono a riparare il danno se rispettivamente le endo e esonucleasi tagliano e 
rimuovono il filamento di acido nucleico danneggiato[4]. 
 
                                   
FIGURA 12. Principali targets degli agenti alchilanti a l ivello del core 
della guanidina. 
 
  -  Gli inibitori delle topoisomerasi, le quali inducono la rottura dei 
doppi filamenti di DNA a livello del sito di legame di questi enzimi, le cui 
caratteristiche saranno approfondite nella Parte 5.   
  -  Gli antimetaboliti, che sono composti con struttura simile a quella 
dei metaboliti essenziali per la sintesi di DNA e RNA. Dal momento che 
essi sono substrati e possono inibire specifici enzimi, le principali 
conseguenze per la cellula sono l ’errata incorporazione di metaboliti 
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aberranti, il blocco di sistemi enzimatici cruciali e la sintesi conseguente di 
composti metabolicamente inattivi.   
  -  I farmaci anti-mitotici, che interferiscono con la mitosi cellulare e, 
in particolare, con la formazione/distruzione del fuso mitotico. Durante la 
mitosi avviene la polimerizzazione della tubulina, proteina fondamentale 
costituente il fuso mitotico. I composti anti-mitotici, dunque, interferiscono 
con questo processo. In queste condizioni, i cromosomi non riescono a 
separarsi adeguatamente, con conseguente morte cellulare.   
  -  Gli agenti intercalanti, che inseriscono la loro porzione planare fra 
due basi complementari della doppia elica del DNA, deformandola e 
causandone lo svolgimento (vedi Parte 4.1).   
  -  I groove binders (leganti dei solchi), cioè i composti chimici che 
contengono una catena laterale, generalmente oligopeptidi, che possono 
essere inseriti a livello del solco minore o maggiore del DNA (vedi Parti 
4.2 e4.3).   
              - Gli strand breakers (interruttori del filamento), che generano specie 
radicali che reagiscono con la porzione zuccherina del DNA, causando la rottura 
dei filamenti polinucleotidici.  
Di tutte le classi di composti suddetti, solo gli agenti alchilanti, intercalanti, 
groove binders e strand breakers agiscono tramite un’interazione diretta con il 
DNA.  
Gli agenti intercalanti e i groove binders si legano al DNA tramite legami non 
covalenti reversibili, a differenza degli agenti alchilanti e gli strand breakers che 
agiscono come inibitori irreversibili[5,9]. 
A seconda del meccanismo d’azione, i farmaci antitumorali sono divisi in due 
gruppi principali: i farmaci che ostacolano la divisione cellulare e quelli che 
interferiscono con la funzione del DNA (FIGURA 13).  
 
























FIGURA 13. Riassunto schematico dei differenti meccanismi d’azione 
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4. I DERIVATI ETEROCICLICI CON ATTIVITA’ INTERCALANTE  
Nelle interazioni fra target biologico ed il farmaco, i legami deboli sono molto più 
comuni dei legami covalenti poiché le molecole che legano i recettori attraverso 
legami deboli sono generalmente più selettive. Questo dipende dal fatto che 
un’interazione debole per poter avere luogo richiede adattamento perfetto del 
farmaco al sito di legame del recettore e solo pochi tipi di struttura sono capaci di 
legarsi così selettivamente. Per questo motivo, si è pensato che per progettare un 
farmaco con una breve durata di azione, e, quindi, generalmente, con 
conseguente minore tossicità, e con alta selettività per un particolare target sia 
opportuno scegliere molecole non eccessivamente reattive e capaci di formare 
legami deboli[4]. 
Il DNA rappresenta un importante target biologico e, in quanto tale, può 
interagire con molecole, anche di piccole dimensioni, tramite tre tipologie di 
interazioni:  
- Intercalazione  
- Interazioni con il solco minore del DNA 
 - Intercalazioni con il solco maggiore del DNA  
 
4.1 INTERCALAZIONE  
L’intercalazione (FIGURA 14) è una modalità di interazione non covalente 
attraverso la quale una molecola che presenta una struttura planare si inserisce fra 
un paio di basi del DNA perpendicolarmente all’asse della doppia elica, 
causando così una separazione verticale della coppia di basi con conseguente 
deformazione e elongazione dello scheletro zucchero-fosfato[10].  
La principale forza necessaria per la formazione del complesso costituito dalla 
molecola intercalante e il DNA è un’interazione di tipo π  stacking, cioè di 
sovrapposizione, o per trasferimento di carica, dovuta alla natura eterociclica 
dell’intercalante, caratterizzata infatti da un’alta dispersione elettronica e, 
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conseguentemente, da un’alta polarizzabilità; dunque, questa interazione è 
ulteriormente favorita da legami a idrogeno e forze elettrostatiche[11,12]. La 
maggior parte dei prodotti naturali che interagiscono col DNA tramite 
intercalazione (TABELLA 3, FIGURA 18a), determinano inoltre questa interazione 
attraverso ulteriori legami a livello dei solchi del DNA che indirizzano queste 
molecole verso specifiche sequenze di basi, conferendo al legame maggiore 
selettività, affinità e stabilità nel tempo. Analogamente, anche i prodotti naturali 
che legano il DNA attraverso i solchi maggiore o minore sono stabilizzate 
dall’azione intercalante, a causa del cromoforo e delle porzioni chinoniche 
caratterizzanti la struttura chimica della molecola (vedi anche Parte 4.2).  Molti 
farmaci ad azione intercalante mostrano diverse analogie strutturali:  
- Una struttura policiclica planare, aromatica o eteroaromatica, responsabile della 
formazione del complesso molecolare con il DNA;  
- Gruppi e/o catene laterali, spesso alchiliche, che permettono l’intercalazione 
entro uno o entrambi i solchi delle doppia elica del DNA e stabilizzano il 
complesso suddetto. Anche se esse possono sembrare semplici, le caratteristiche 
strutturali che giustificano questo tipo di attività sono molto complesse e sono 
stati oggetto di studi intensi. Alcuni studi su vari agenti intercalanti, come le 
antracicline, dimostrarono che l’intercalazione sembra avvenire preferenzialmente 
a livello di siti alternati purinici e pirimidinici, probabilmente con debole selettività 
per 5’-CG o 5’-TA. La preferenza dell’intercalante per le coppie purina-pirimidina 
rispetto alle coppie di due pirimidine può essere spiegato considerando la forza 
di legame, che risulta minore nel primo caso. Per compensare l’alta stabilità delle 
interazioni π stacking e di quelle elettrostatiche tra intercalante e DNA, le ultime 
rispondono con una distorsione della doppia elica e la rottura dei legami 
preesistenti fra le coppie di basi azotate parallele. Il risultato è l’estensione ed il 
conseguente svolgimento dello scheletro zucchero-fosfato.  
Quindi, gli agenti intercalanti non rompono i legami a idrogeno che tengono 
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unite le basi A-T e G-C, ma la regolarità della struttura della doppia elica 
polinucleotidica, determinando distorsione fisica dello scheletro zucchero- 
fosfato. Come conseguenza, essi interferiscono con l’azione di enzimi che legano 
il DNA, come le DNA-topoisomerasi, con conseguente alterazione del grado di 
super-avvolgimento del DNA, e la DNA polimerasi, cha normalmente catalizza 
l’elongazione dei filamenti del DNA nella direzione 5’ ➝ 3’[11,13]. In virtù della 
stretta correlazione fra il processo di intercalazione, il potenziale mutageno e il 
meccanismo d’azione, i derivati eterociclici vengono impiegati nelle terapie 
antitumorali. La loro azione contrastante il funzionamento delle topoisomerasi è 
particolarmente importante, poiché questi enzimi hanno un loro ruolo essenziale 
per la replicazione e la trascrizione, processi che possono avere luogo solo 
attraverso cambi topologici nella doppia elica del DNA. Infatti questi enzimi 
intervengono tagliando e ricucendo i filamenti per rilassare i superavvolgimenti 
positivi e negativi della doppia elica, necessari per la compattazione del DNA 
all’interno del nucleo. Al momento, è ritenuto che l’intercalazione sia solo il primo 
di una serie di steps successivi, che causerebbero danno al DNA attraverso 
meccanismi diversi. L’ipotesi è confermata dal fatto che molti agenti antitumorali 
intercalanti, come le antracicline, le acridine e le actinomicine, hanno come target 
anche la topoisomerasi II[13] (vedi Parte 6). Questi farmaci probabilmente si legano 
al complesso enzima-DNA che costituisce il cleavable complex (complesso 
scindibile) che determina la frammentazione delle proteine associate al DNA. 
Questa interazione può essere favorita dalla presenza di gruppi polari o cariche 
che favoriscono l’attrazione elettrostatica verso il gruppo fosfato[2,14]. Per contro, 
l’interazione elettrostatica con le parti più esterne del nucleotide può essere 
promossa dalla presenza di un metallo. La letteratura riporta che i complessi 
metallici, per esempio con rutenio o rame, con ligandi a struttura eterociclica 
planare sono effettivi agenti intercalanti il DNA e che questi complessi sono 
spesso più attivi dei corrispondenti leganti isolati[15]. Questo significa che il design 
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di composti citotossici può seguire diversi approcci, dalla sintesi di composti 
planari alla sintesi di complessi metallici con ligandi planari, e terminando con la 
sintesi di possibili agenti coordinanti, strutture capaci di formare complessi con i 
metalli presenti nell’ambiente interno alla cellula.  
La letteratura riporta numerosi esempi di composti planari che hanno azione 
intercalante nei confronti del DNA. Molti gruppi di ricerca hanno diretto per anni 
le loro indagini verso le interazioni fra la struttura planare di composti eterociclici 
policondensati e molecole biologicamente interessanti, cercando di valutare la 
loro possibile attività e trovare un’interpretazione a livello molecolare dell’effetto 
di queste strutture sulle macromolecole. I principali farmaci correntemente 
utilizzati per il trattamento dei tumori, come il mitoxantrone (FIGURA 15) e la 
doxorubicina, hanno struttura polieterociclica, ed anche il loro meccanismo 
d’azione prevede l’inibizione della topoisomerasi II[16], oltre all’intercalazione. 
Ugualmente interessanti sono i risultati di uno studio condotto su una serie di 
acridoni, acridine e xantoni; è dimostrata, infatti, la loro capacità di intercalarsi fra 
coppie di basi del DNA e di interagire con la topoisomerasi II, mostrando non 
solo un’azione antitumorale, ma contrastando anche l ’Herpes virus[17]. Anche 
l’etidio bromuro, comunemente utilizzato nella tecnica elettroforetica per marcare 
gli acidi nucleici, è un noto agente intercalante. In definitiva, la sintesi di nuovi 
























4.2 LEGANTI DEL SOLCO MINORE  
 
Anche se non ancora introdotti nella pratica clinica, le molecole capaci di mediare 
il legame con i solchi minori (FIGURA  18b, TABELLA 3) rappresentano un 
interessante esempio di design strutturale per nuovi farmaci antitumorali. Infatti, 
poiché questi composti interagiscono sia con le coppie di basi individuali che con 
il desossiribosio lungo il fondo del solco, il livello di specificità e selettività nel 
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FIGURA 16. Legame con il solco minore. 
 
 
La forza di legame, che fu pensata inizialmente debole, si è invece dimostrata 
dotata di grande stabilità, tanto che i leganti del solco minore esprimono affinità 
maggiore per il DNA rispetto ai classici intercalanti. La larghezza del solco varia 
da 3-4 Armstrong (Å) per segmenti ricchi di coppie A-T a oltre 8Å per quelle 
ricche in G-C, a causa della presenza del gruppo amminico in C2 della guanina, 
che consente il legame con le molecole attraverso legami a idrogeno grazie alla 
sua elevata nucleofilicità. A differenza dei composti ad azione intercalante, 
considerando quelli che inducono cambi conformazionali nel DNA, i leganti del 
solco minore sono caratterizzati essi stessi da un’azione che comporta cambi 
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4.3 LEGANTI DEL SOLCO MAGGIORE 
 
  
Le molecole che mediano l’interazione con il DNA tramite legame con il solco 
maggiore (FIGURA 17) sono state meno impiegate nella pratica clinica rispetto ai 
leganti del solco minore. Questo può sorprendere, specialmente se si considera il 
fatto che il solco  maggiore della doppia elica contiene un più alto  numero di 
entrambi i gruppi donatori di legami   idrogeno e siti accettori, e, per questo 
motivo,  molte proteine riconoscono e prendono contatto con questa zona del 
DNA. È stato suggerito che il solco maggiore ha una superficie più estesa e, 
quindi, presenta un più ampio sito di legame, ma il legame a questo livello è 
meno efficace di quello presentato dal solco minore, che, al contrario, è profondo 























Secondo i dati, ci sono solo pochi esempi di prodotti naturali che legano 
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selettivamente il solco maggiore (TABELLA 3, FIGURA 18c). La maggior parte dei 
composti, infatti, lega il DNA attraverso intercalazione e solo successivamente 
stabilisce ulteriori legami a idrogeno con il solco maggiore. Fra gli esempi 
riportati in tabella, ci sono inoltre il ditercalinio e la leinamicina, i quali hanno un 
certo grado di specificità, poiché riconoscono particolari sequenze del DNA a 
livello del solco maggiore, anche se la loro affinità di legame è dovuta 
principalmente all’intercalazione.  
La maggior parte dei prodotti naturali che formano legami con il solco maggiore 
sono anche agenti alchilanti, specialmente sull’azoto in posizione 7 della guanina 
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TABELLA 3[11] .  Prodotti natural i  antitumorali  rappresentativi 
che interagiscono con i l  DNA tramite Intercalazione e 





COMPOSTO SELETTIVITA’ AZIONE 
Daunomicinaa 5’-WCG Inibizione della 
Topoisomerasi I I  
Doxorubicinaa 5’-WCG Inibizione della 
Topoisomerasi I I  
Aclarubicinaa 5’-WCG Inibizione della 
Topoisomerasi I I  
Idarubicinaa 5’-WCG Inibizione della 
Topoisomerasi I I  
Epirubicinaa 5’-WCG Inibizione della 
Topoisomerasi I I  
Pirarubicinaa 5’-WCG Inibizione della 
Topoisomerasi I I  
Valrubicinaa 5’-WCG Inibizione della 
Topoisomerasi I I  
Amrubicinaa 5’-WCG Inibizione della 
Topoisomerasi I I  
Nogalmicina 5’-TG, 5’-GT Sconosciuta 
Actinomicina Da 5’-PyGCPu Inibizione della 
Topoisomerasi I I  
Camptotecina ND Inibizione della 
Topoisomerasi I  
Topotecana ND Inibizione della 
Topoisomerasi I  
Ir inotecana ND Inibizione della 
Topoisomerasi I  
Rebaccamicina ND Inibizione della 
Topoisomerasi I  
El l ipticina GC-rich Inibizione della 
Topoisomerasi I I  
Podofi l lotossina ND Inibizione della 
Topoisomerasi I I  (?)  
Etoposidea ND Inibizione della 
Topoisomerasi I I  
Teniposidea ND Inibizione della 
Topoisomerasi I I  
   Elsamicina 5’-PuG         Inibizione Top II  
   Dinemicina 5’-PuPy        Ds DNA cleavage 
  Echinomicina 5’-CG     Bis- intercalazione 
   Triostin A 5’-CG     Bis- intercalazione 















ND=non determinato; W = A o T; S = C o G; a = Farmaci antitumorali clinicamente 
 
Luzopeptins 5’-CATG Bis-intercalazione 
 
Sandramicina 5’-CATG Bis-intercalazione 
Quinoxapeptina 5’-AT, 5’-TA Bis-intercalazione 
Tiocoral( l ) ina none Bis-intercalazione 
Mitoxantronec 5’-PuPy Inibizione della 
Topoisomerasi I I  
Bisantrenec 5’-PuPy Inibizione della 
Topoisomerasi I I  
m-AMSAc 5’-PuPy Inibizione della 
Topoisomerasi I I  
 
LEGANTI SOLCO MINORE 
 
Bleomicinaa 5’-GC, 5’-GT Ds DNA cleavage 
Mitomicinaa 5’-CG Alchilazione/Crossl inks 
FR66979 5’-CG Alchilazione/Crossl inks 
Mitramicinaa G-rich Inibizione della sintesi di 
RNA 
Duocarmicina 5’-WWWA Alchilazione  
CC-1065 5’-WWWWA Alchilazione 
Yatakemicina 5’-WWAWW Alchilazione 
Neocarzinostatina 5’-GT DNA cleavage 
Calicheamicinab 5’-TPyPyT Ds DNA cleavage 
Retrorsina 5’-CG Alchilazione/Crossl inks 
Antramicina 5’-PuGPu Alchilazione 




Isocrisoermidina 5’-CG Crossl inks reversibil i  
Distamicina A/T-rich Inibizione della sintesi di 
RNA 
Netropsina A/T-rich Inibizione della sintesi di 
RNA 
 
LEGANTI SOLCO MAGGIORE 
 
    Pluramicina 5’-PyG Intercalazione/Alchilazione 





Leinamicina ND Intercalazione/Alchilazione 
Ditercalinio 5’-CGCG Bis-intercalazione 
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FIGURA 18[11]. Struttura di prodotti naturali antitumorali selezionati che legano il DNA: A. 
Intercalazione; B. Legame con il solco minore; C. Legame con il solco maggiore. 
 
 
5. TOPOISOMERASI  
Durante i normali processi biologici, come la replicazione, la trascrizione, la 
riparazione del DNA, l’assemblamento dei nucleosomi e la segregazione dei 
cromosomi, il DNA tende fisiologicamente a cambiare la sua forma: i cambi 
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topologici possono interessare sia l’avvolgimento dei due filamenti costituenti il 
DNA, l’uno intorno all’altro, che il superavvolgimento della doppia elica intorno al 
suo asse. Il superavvolgimento è regolato da una specifica classe di enzimi, le 
DNA topoisomerasi, le quali giocano un ruolo cruciale nel controllo dello stato 
topologico del DNA, mantenendone la funzionalità e l’espressione genica. Ogni 
modifica della topologia del DNA richiede la rottura di almeno uno dei due 
filamenti, così che l’altro può ruotarvi intorno. Inoltre, le DNA-topoisomerasi sono 
enzimi ubiquitari, essenziali per la risoluzione di problemi topologici complessi 
del DNA per i suddetti processi fondamentali (vedi anche Parte 5.2).  
Tutte le DNA topoisomerasi possiedono tre caratteristiche:  
 1. La capacità di rompere lo scheletro fosfodiestereo del DNA tramite  
due successive reazioni di transesterificazione. Durante lo stato di transizione di 
rottura del DNA si forma un intermedio covalente fra DNA e proteine fra il 
gruppo idrossilico della tirosina dell’enzima ed un gruppo fosfato nel punto di 
rottura del DNA.  
2. Dopo che si è formato l’intermedio topoisomerasi-DNA, esse  
permettono la separazione delle estremità rotte, così creando un’altra  
apertura per un altro segmento di DNA, sia per un filamento, come  
nel caso della topoisomerasi I, che per due filamenti, nel caso della  
topoisomerasi II. 
 3. Le topoisomerasi sono capaci di unire nuovamente covalentemente le  
due terminazioni dei filamenti precedentemente tagliati[5,19]. 
 
5.1 CLASSIFICAZIONE  
Dalla scoperta della prima topoisomerasi, la topoisomerasi I, nel batterio 
E.coli[20,21], nel 1971, questi enzimi sono stati ritrovati in tutte le cellule 
eucariotiche e procariotiche, in numerosi fagi e virus.   Sulla base del loro 
meccanismo d’azione, questi enzimi sono classificati in topoisomerasi di tipo I e 
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di tipo II [22]. 
Inoltre, sulla base delle proprietà enzimatiche comuni e dell ’omologia della 
struttura primaria e della sequenza strutturale, le DNA topoisomerasi I nell’uomo 
sono ulteriormente raggruppate in tre famiglie correlate dal punto di vista 
evoluzionistico: tipo IA, IB e IC.  
Mentre il tipo IA si lega covalentemente alla terminazione 5 ’  del filamento 
tagliato durante il ciclo catalitico, il tipo IB lega covalentemente la terminazione  
3’.  Anche la topoisomerasi I I è suddivisa in due sottoclassi, I IA e IIB, ma solo il 
primo tipo è umano; solo recentemente è stato ritrovato il tipo IIB in particolari 
ceppi batterici[23]. 
La DNA-topoisomerasi di tipo I modifica la topologia del DNA consentendo il 
passaggio del filamento intatto attraverso una temporanea apertura, che  
viene generata sull’altro filamento complementare della doppia elica, tramite la 
formazione di un intermedio covalente con l ’ acido nucleico; questi enzimi 
agiscono soprattutto come monomeri e catalizzano la rottura di un singolo 
filamento di DNA per permettere il rilassamento della doppia elica. L’energia di 
legame viene incorporata nell ’ intermedio DNA-proteina in un legame 
fosfotirosinico; questo significa che l’energia rilasciata dal legame fosfodiestereo 
viene usata per rendere possibile il movimento di rotazione del singolo filamento 
legato all’enzima, permettendo così il rilassamento della doppia elica. Inoltre, non 
sono richiesti cofattori di energia per questa attività di rottura e riparazione del 
DNA ed il numero di legami cambia solo di un’unità[24]. 
Le DNA topoisomerasi di tipo II agiscono, invece, come omodimeri o 
eterodimeri, producendo doppie aperture in entrambi i filamenti della doppia 
elica. In questo caso, la loro attività catalitica richiede consumo di energia sotto 
forma di ATP, che viene normalmente usato per introdurre cambi conformazionali 
dell’enzima, così da permettere il passaggio della doppia elica intatta attraverso 
quella in cui è presente la rottura a doppio filamento; il numero di legami, in 
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questo caso, varia di due unità.  
Come ricordato sopra, in entrambi i casi, durante la fase di rottura del DNA, si 
forma un intermedio covalente DNA-proteina a livello del sito di rottura fra il 
gruppo idrossilico di una tirosina della topoisomerasi e un gruppo fosfato del 











FIGURA 19. Reazione generale catalizzata dalle DNA topoisomerasi. 
Le DNA topoisomerasi, inoltre, convertono un tipo isomerico del DNA in un altro 
dopo che è avvenuta la variazione del numero di legami nel caso della 
topoisomerasi I (FIGURA 20 A-B), o lo scioglimento di due anelli di DNA 
concatenati (FIGURA 24) nel caso, invece, della topoisomerasi I I
[24] (vedi anche 
Parte 5.5).  
 
5.2 PRINCIPALI FUNZIONI CELLULARI DELLE DNA TOPOISOMERASI  
Una delle principali funzioni delle DNA topoisomerasi è quella di prevenire un 
eccessivo superavvolgimento positivo e negativo del DNA che potrebbe causare 
alterazioni strutturali e/o funzionali nelle cellule. Quei superavvolgimenti che 
richiedono l’intervento delle topoisomerasi sono generati principalmente a causa 
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di numerosi processi che comportano il movimento di grosse macromolecole 
lungo il DNA, come la replicazione semiconservativa, durante la quale si formano 
superavvolgimenti positivi a monte della forcella della replicazione, mentre i 
filamenti parentali si separano a valle. Nel lievito, per esempio, la topoisomerasi I 
(Top1) è il principale fattore responsabile del controllo del superavvolgimento 
durante questi eventi. Anche la trascrizione può generare superavvolgimenti 
positivi nel DNA avanti e dietro durante lo scorrimento della polimerasi; in questi 
casi, le topoisomerasi rilassano i superavvolgimenti negativi, portando 
all’accumulo di quelli positivi. Le topoisomerasi si comportano in maniera 
differente nel controllo del grado di superavvolgimento del DNA:  
a) Le topoisomerasi I e II eucariotiche e la topoisomerasi IV batterica possono 
rimuovere efficientemente sia i superavvolgimenti negativi che quelli positivi.  
b) Le topoisomerasi batteriche I e III e la topoisomerasi II I eucariotica riescono a 
rimuovere efficientemente i superavvolgimenti negativi ma non positivi, a meno 
che non sia presente una regione di DNA a singolo filamento.  
c) Le girasi e girasi inversa batteriche sono uniche nella loro capacità di convertire 
i superavvolgimenti positivi in negativi.  
Inoltre, l’attività delle topoisomerasi è richiesta al momento di altri importanti 
eventi cellulari, come la segregazione cromosomica, la condensazione/de 
condensazione cromosomica (specialmente la topoisomerasi I I ) e per il 
mantenimento della stabilità genomica[25]. 
5.3 DNA TOPOISOMERASI I  
Come già discusso nelle parti precedenti, la DNA topoisomerasi di tipo I 
determina la rottura di un singolo filamento al fine di rilassare il DNA superavvolto 
in tensione.   Tutti gli enzimi della classe I possono essere suddivisi in tre 
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sottofamiglie che differiscono nel loro meccanismo di rilassamento del DNA e per 
l’origine, procariotica e/o eucariotica[23].  
- Topoisomerasi di tipo IA: ha origine procariotica. Sono richiesti ioni magnesio e 
molecole di DNA a singolo filamento per la sua attività catalitica. La prima 
topoisomerasi di questa famiglia – E.coli – fu scoperta da Wang nel 1971. A parte 
la girasi inversa del Methanopyrus kandleri, gli enzimi di questo tipo sono tutti 
monomerici; poiché la loro attività decrementa quando il DNA tende a uno stato 
rilassato, essi rilassano parzialmente solo i superavvolgimenti negativi e legano 
covalentemente l’estremità 5’ del filamento tagliato, lasciando l’idrossile libero in 
3’[19,20]. Questa famiglia di enzimi, a sua volta, è suddivisa in ulteriori quattro 
sottogruppi:  
a)  Topoisomerasi di tipo I batterica;   
b)  Topoisomerasi di tipo III batterica;   
c) Topoisomerasi di tipo III eucariotica, importante nei processi di 
ricombinazione, riparazione del DNA, mantenimento della stabilità genomica e 
trascrizione dei geni ribosomiali. Di questa sottofamiglia si conoscono anche i 
sottotipi II Iα  e II Iβ ;     
d) Girasi inversa, enzima non monomerico, presente solo in batteri termofili e 
iper-termofili, come il Methanopyrus kandleri[22,23]. Il prototipo di questa classe è 
rappresentato dalla topoisomerasi di tipo I dell’E.coli, conosciuta anche con il 
nome di proteina σ . Dalla cristallografia a raggi X e risonanza magnetica 
nucleare, è stato possibile delineare la struttura di questa proteina, la quale 
consiste in 865 amminoacidi ed è suddivisa in tre domini:  
- i. Il dominio N-terminale, conosciuto come cleavage-strand passage domain 
contenente Tyr319 del sito attivo, la quale consente il taglio di un filamento e la 
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rotazione dell’altro filamento. Questo dominio è parte degli elementi conservati, 
poiché esso è presente anche negli altri membri di questa sottofamiglia;  
-I l  secondo è la regione finger che contiene tre motivi a dita di zinco che legano 
il DNA. Essi sono importanti durante quegli steps in cui avviene il passaggio del 
filamento (nelle altre classi, questi motivi che legano lo zinco mantengono le 
stesse funzioni, anche se differiscono per struttura e sequenza);   
-L’ultimo dominio è quello C-terminale, ricco di residui basici, il quale 
contribuisce al legame con il substrato. Esso conferisce maggiore affinità per le 
molecole a singolo filamento del DNA.   
Anche altri membri della sottofamiglia contengono un dominio C-terminale 
relativamente basico non conservato che, presumibilmente, mantiene la stessa 
funzione. Il meccanismo di azione, conosciuto come enzyme-bridged strand 
passage, è il medesimo per ogni sottogruppo. Questo modello ipotizza la 
formazione di una sorta di “cancello” nel complesso covalente DNA-enzima, che 
porta conseguentemente a cambi conformazionali. Nella prima fase, la DNA 
topoisomerasi di tipo I si lega al DNA attraverso due domini delimitanti la cavità 
centrale. Nella seconda fase, il dominio contenente la tirosina catalitica nel 
dominio N-terminale taglia un singolo filamento di DNA e, inoltre, la tirosina 
catalitica lega l’ estremità 5’ del filamento tagliato, mentre l’ estremità 3’  è 
collegata non covalentemente ad altre parti del ponte proteico. Dopo aver 
intrappolato il secondo filamento intatto nella cavità del DNA, che già accoglie il 
filamento tagliato, avviene il terzo passaggio di risaldatura. L’ultima e quarta fase 
è l’apertura dell’enzima e la fuoriuscita del DNA integro. Inoltre, l’enzima 
promuove il rilassamento del DNA controllando il passaggio del filamento intatto 
attraverso quello tagliato[22,23]. In questo modo, il lavoro dell’enzima permette la 
modifica del numero di legami del DNA di solo una unità per ciclo. Anche se è 
stata osservata una considerevole diversità di sequenza fra i membri della 
	   60	  
sottofamiglia IA, ci sono alcune caratteristiche comuni che permettono di 
identificare l’intera sottofamiglia alla quale appartengono topoisomerasi I e III 
batteriche, topoisomerasi III α  e III β  umane e topoisomerasi IA isolata in 
archeobatteri.   
- Topoisomerasi IB : è un enzima di origine eucariotica e virale che provvede 
al rilassamento di superavvolgimenti positivi e negativi del DNA. A 
differenza delle topoisomerasi di tipo IA, queste non richiedono la 
presenza di ioni metallici, anche se in realtà stimolerebbero la loro attività, 
né molecole a singolo filamento di DNA come substrato per la reazione, 
che, al contrario, è rappresentato da DNA a doppio filamento. Inoltre, a 
differenza delle topoisomerasi di tipo IA, che rilassano solo 
superavvolgimenti negativi (con l’eccezione della topoisomerasi IIIα umana 
che rilassa anche quelli positivi), le topoisomerasi di tipo IB sono in grado 
di rilassare entrambi i tipi di superavvolgimento, conducendo a un 
rilassamento completo; queste ultime legano covalentemente il filamento 
tagliato alla sua estremità 3’[22,26]. Gli enzimi di questa famiglia rilassano il 
DNA tramite un meccanismo di rotazione controllata. Secondo questo 
modello, la parte della doppia elica non legata covalentemente all’enzima, 
che ha la posizione idrossilica in 3’ libera e non è legata al sito catalitico, 
ruota intorno al legame fosfodiestereo intatto localizzato nella parte 
opposta al sito di taglio. Questa rotazione non è libera, ma è controllata da 
interazioni elettrostatiche fra le basi del DNA e gli amminoacidi della 
struttura dell’enzima[22,27] (vedi anche Parte 5.4.1). La DNA topoisomerasi 
di tipo IB lavora con un meccanismo ATP indipendente: l’energia richiesta 
per la rotazione deriva da quella accumulata nel superavvolgimento. Per 
questa ragione, il rilassamento dello stress nella doppia elica superavvolta 
si verifica tramite uno o più cicli di rotazione controllata[27]. Questi enzimi 
sono proteine monomeriche le cui dimensioni vanno da 80 a 135 KDa; essi 
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sono molto importanti nei processi di trascrizione e replicazione del DNA 
poiché essi rilassano i superavvolgimenti positivi che si accumulano sopra 
la forcella di replicazione[23]. Il prototipo di questa famiglia è la DNA 
topoisomerasi I che si trova in tutte le cellule eucariotiche. Questa classe 
include anche la topoisomerasi I virale, come la Poxyvirus topoisomerasi 
del Vaccinia virus, la cui presenza è essenziale per il virus per poter 
cominciare il suo ciclo replicativo e che possiede un’ alta omologia nella 
sequenza degli amminoacidi e proprietà enzimatiche molto simili 
all’enzima umano. C’è, inoltre, una terza categoria che consiste nella 
topoisomerasi V procariotica isolata in archeobatteri ipertermofili come il 
Methanopyrus kandleri, che ha un’attività catalitica simile alla 
topoisomerasi di tipo I eucariotica, e Vaccinia, ma solo una sottile 
omologia di sequenza. Nella FIGURA 20a-b sono mostrati vari 
meccanismi di azione della topoisomerasi IA e IB.  
- Topoisomerasi IC : l’unico membro di questa famiglia è la topoisomerasi 
V[23] isolata in archeobatteri metanogenici. Inizialmente classificata come 
topoisomerasi di tipo IB, oggi è considerata appartenente a una nuova 
classe da quando è stata riconosciuta la sua funzione e la sua attività 
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FIGURA 20. Meccanismi proposti per le topoisomerasi di t ipo I:  A) 
Passaggio attraverso l ’apertura nel f i lamento creata dall ’enzima per  
la topoisomerasi di t ipo I; 
 B) Meccanismo di rotazione attorno al f i lamento per la topoisomerasi di 
t ipo IB. 
 
5.3.1. DNA topoisomerasi nell’uomo  
La struttura cristallografica della DNA topoisomerasi I umana è stata risolta[26], 
apportando importanti informazioni sulla struttura tridimensionale della proteina. 
Questo studio ha mostrato che l’enzima forma un anello che circonda il DNA 
essenzialmente nella sua conformazione B. La DNA topoisomerasi umana è un 
enzima di circa 90 KDa e consiste in 765 residui amminoacidici[23]. Strutturalmente 
è un monomero che presenta quattro principali domini: il dominio N-terminale, il 
dominio centrale, chiamato anche core, ulteriormente suddiviso in tre 
sottodomini distinti, il dominio linker (le due alfa eliche che formano un dominio 
proteico avvolto a spirale che si protrude dall’anello), e il dominio C-terminale. 
Essenziali per l’attività catalitica sono il core e i domini C-terminali, l’ultimo dei 
quali contiene la tirosina catalitica, mentre gli altri due non sono indispensabili[19]. 
Questi domini sono organizzati in due lobi che abbracciano e avvolgono i duplex 
di DNA: il lobo superiore consiste in due sottodomini, I e II del core e il lobo 
inferiore è formato dal sottodominio del core III e il dominio C-terminale. Il 
dominio NH2 terminale, consistente in circa 200 residui , molti dei quali non 
organizzati e idrofobici, hanno la funzione di localizzare l’enzima nel nucleo, 
avendo almeno quattro motivi localizzati nel nucleo. Apparentemente, questo 
stesso dominio è coinvolto anche nella localizzazione nucleolare attraverso 
interazione con specifiche proteine[28,29].  
La forma dell’enzima ricorda quella di una pinza e si può trovare avvolta intorno al 
DNA in due distinte conformazioni: aperta o chiusa. Nella forma chiusa, o 
compatta, l’enzima esibisce un poro centrale di circa 15-20Å (FIGURA 21) 
all’interno del quale è situato il DNA. Il poro ha residui con cariche positive sulla 
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superficie, complementari al potenziale elettrostatico negativo sulla superficie 
della doppia elica del DNA. All’interno del poro c’è il sito catalitico della 
topoisomerasi I, dominio altamente conservato in tutte le topoisomerasi 
eucariotiche che consiste in una tirosina 723. Questo residuo è responsabile 
dell’attacco nucleofilo al gruppo fosfato del DNA ed è localizzato, come detto 
prima, nel dominio C-terminale. Nel sito attivo dell’enzima ci sono residui 
amminoacidici altamente conservati: due arginine (488 e 590), una istidina (His 


















Tutti questi residui sono posizionati intorno al legame fosfodiestereo che dovrà 
essere rotto. Come già detto, la rottura di un singolo filamento di DNA si verifica 
per attacco nucleofilo del gruppo idrossilico della tirosina. Sorprendentemente, 
non ci sono residui amminoacidici vicini abbastanza da essere capaci di agire 
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come basi attivanti l’ossigeno della tirosina; probabilmente lo stato di transizione 
pentavalente è stabilizzato sia dai due residui di arginina attraverso ponti a 
idrogeno che dal residuo di istidina protona l’ossigeno in 5’ in posizione del 
gruppo uscente.  
5.3.2. Meccanismo enzimatico della DNA topoisomerasi I umana  
Sulla base degli studi cristallografici, è stata suggerita un’ipotesi per il 
meccanismo di catalisi della topoisomerasi I eucariotica, conosciuta come 
modello di rotazione controllata del DNA (FIGURA 20B). Il modello prevede che 
l’estremità 5’ del filamento tagliato ruoti intorno all’altro filamento integro non 
liberamente e sotto il controllo dall’interazione con l’enzima stesso. Infatti, è 
possibile che il DNA interagisca attraverso legami ionici con i residui 
amminoacidici delle eliche 5 e 6 del dominio del core e di due lunghe α- eliche 
del dominio linker.  L’attività della topoisomerasi I umana si verifica in quattro 
steps:  
1. Legame con il DNA: l’enzima nella conformazione aperta del suo dominio del 
core riconosce la catena ribonucleotidica (22pb) e conduce alla conseguente 
formazione del complesso non covalente DNA-topoisomerasi, Top1ccs (FIGURA 
22); questo legame è diretto verso la catena polinucleotidica dalla 
complementarietà fra la struttura e la carica elettrostatica di superficie 
dell’enzima, e culmina con la chiusura della topoisomerasi I intorno all’acido 
nucleico, così che i sottodomini I e III del dominio del core possano entrare in 
contatto;  
2. Cleavage del DNA: gli amminoacidi del sito attivo sono localizzati in una 
posizione tale da permettere l’attacco nucleofilo da parte della 723Tyr a livello 
del gruppo ossidrilico sul legame fosfodiestereo del DNA, al fine di formare un 
legame fosfotirosinico e costituire il cleavable complex ( “complesso scindibile” ) 
in cui l’enzima è covalentemente legato alla catena tagliata del DNA (conosciuta 
come Top1 cleavage complex o Top1cc);  
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                                                              Topoisomerasi I umana  
                                                              complessata con  





3. Rilassamento del DNA: l ’enzima subisce un cambio conformazionale che 
permette il passaggio del filamento integro attraverso la momentanea 
interruzione dell’altro filamento. L’energia contenuta nella torsione interna del 
DNA presumibilmente guida la rotazione, la cui velocità è regolata dall’enzima 
stesso.  
4. Riparazione del DNA: si verifica per transesterificazione. L’idrossile libero in 
posizione 5’ del filamento tagliato di DNA attacca il legame Tyr-fosfato, allineato 
con il gruppo idrofilico stesso, ancora legato alla tirosina dell’enzima all’interno 
del complesso Top1-Tyr-DNA. Successivamente, l ’ originale legame 
fosfodiestereo viene ricostituito e finalmente l’enzima rilascia il DNA[30,32]. 
In normali condizioni, i complessi Top1ccs sono transienti e non è possibile 
rilevarli poichè l ’integrità del DNA è energicamente più favorita rispetto alla 
rottura. Comunque, il Top1cc può accumularsi in casi in cui la topoisomerasi I 
venga bloccata mentre è avvolta intorno al DNA a causa di alterazioni endogene 
(scissione di basi, mismatches, cioè accoppiamenti errati di basi, addotti, 
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discontinuità a livello dei filamenti) o di alterazioni della cromatina indotte dal 
processo di apoptosi[33].  
In normali condizioni, alla fine del ciclo catalitico, viene rilasciata una molecola di 
DNA, riducendo il numero di superavvolgimenti. Il DNA può comunque legare 
l’enzima e subire un ulteriore ciclo catalitico. L ’ azione catalitica della 
topoisomerasi I non richiede la presenza di energia in forma di ATP. Infatti, il 
processo è completamente reversibile poiché l’energia del legame fosfodiestereo 
scisso resta preservato nel legame fosfotirosinico del complesso covalente DNA-
enzima. Il passaggio di ricongiunzione del DNA, inoltre, avviene solo grazie all’
uso dell’energia accumulata nel legame fosfotirosinico.  
Durante la replicazione del genoma, la funzione della topoisomerasi I è di 
estrema importanza: in sua assenza, il movimento della forcella replicativa 
sarebbe bloccato a causa dell’accumulo di torsione nel filamento, che agisce 
come uno stampo. Il suo intervento è essenziale anche per il processo di 
trascrizione e ricombinazione durante la mitosi.  
 
5.4 DNA TOPOISOMERASI II  
 
Le topoisomerasi di tipo II consistono in due o più subunità e catalizzano processi 
simili a quelli relativi alle topoisomerasi I. Il meccanismo d’azione è diverso da 
quello degli enzimi del tipo I: le topoisomerasi I I causano la rottura di entrambi i 
filamenti che formano la doppia elica in particolari regioni del DNA e favoriscono 
il passaggio di un ’ altra doppia elica attraverso questa rottura. Inoltre, la 
topoisomerasi I I riesce a rilassare i superavvolgimenti sia negativi che positivi. La 
forma di questo enzima è paragonabile a quella di una di una pinza (FIGURA 23). 
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Il taglio dei  due filamenti avviene dopo attacco nucleofilo   di una coppia di 
tirosine su due legami fosfodiesterei affacciati l’uno all’altro, due  reazioni di trans 
esterificazione che  avvengono in maniera concertata. I residui  di tirosina sono 
legati covalentemente alle  estremità 5’ dei filamenti interrotti, liberando così i 
gruppi idrossilici in posizione 3’. L’idrolisi di ATP induce cambi conformazionali 
nell’enzima risultanti nella separazione dell’estremità 5’ (legata) dall’estremità 3’ 
(libera), aprendo un passaggio nella doppia elica tagliata. A questo punto, l’
enzima trasporta una intatta elica a doppio filamento attraverso l’apertura creata 
nella prima doppia elica, che, successivamente, verrà risaldata. Infine, i legami 
fosfodiesterei si riformano tramite una ulteriore transesterificazione[34], con 
risultato di una variazione di due unità nel numero di legami del DNA. La reazione 
procede solo in presenza di ATP, essenziale per il rifornimento di energia per i 
significativi cambi conformazionali coinvolti nel meccanismo d’azione dell’enzima 
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FIGURA 24. Meccanismo proposto per la Topoisomerasi I I. 
 
Sulla base di considerazioni strutturali, le topoisomerasi di tipo II possono essere 
divise in due sottofamiglie[23] :  
a) Topoisomerasi IIA: appartengono a questa famiglia i seguenti enzimi:                     
   -Topoisomerasi II eucariotica: è un omodimero presente in tutte le cellule 
eucariotiche. Rilassa il DNA superavvolto positivamente e negativamente ed è 
per questo essenziale durante la separazione dei cromosomi. Inoltre, coopera con 
la topoisomerasi I per il rilassamento dei superavvolgimenti positivi durante i 
processi di replicazione.  
- Topoisomerasi IV o girasi batterica: è un enzima eterotetramerico batterico che 
sembra essere coinvolto nel processo di separazione cromosomica alla fine del  
processo di replicazione del DNA. Inoltre sembra essere in grado di introdurre 
superavvolgimenti negativi tramite una progressiva attività catalitica attraverso il 
meccanismo di inversione del segno.  
b) Topoisomerasi IIB: furono scoperte negli archeobatteri, in cui sono  
ubiquitarie, e recentemente sono state identificate in alcuni batteri e alghe. 
Questa famiglia include la topoisomerasi IV (Archaea) e topoisomerasi IIB. Solo 
recentemente sono state isolate nelle cellule eucariotiche in cui, anche se è stato 
chiarito il loro ruolo strutturale, non è stata ancora ipotizzata la loro funzione 
fisiologica.  




TABELLA 4.Riassunto delle Topoisomerasi umane. 
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6. DNA TOPOISOMERASI COME TARGETS PER FARMACI 
ANTITUMORALI  	  
Gli enzimi DNA-topoisomerasi sono largamente caratterizzati nei loro aspetti 
meccanicistici e funzionali. L’attenzione su di esse negli anni recenti non solo 
deriva dal fatto che queste proteine giocano un importante ruolo fisiologico in 
molti processi nucleari, come la duplicazione, la trascrizione e la riparazione del 
DNA, per il mantenimento dello stato topologico degli acidi nucleici, ma anche 
perché essi sono farmacologicamente significativi, in quanto possono essere 
trasformati in tossine cellulari grazie all’azione di uno specifico gruppo di farmaci 
antitumorali che riesce ad inibire la loro funzione[5]. 
Nelle cellule dell’uomo, i due enzimi non sono espressi nella stessa maniera: la 
topoisomerasi I è molto abbondante in tumori solidi (per esempio, in quelli del 
colon), mentre la topoisomerasi I I è predominante nei tumori di seno, ovaio e 
ematologici. In entrambi i casi, i tessuti del tumore, le cui cellule proliferano 
attivamente e rapidamente, hanno un’alta concentrazione di questi due enzimi 
rispetto alle cellule sane; la possibilità di sfruttare questi enzimi a scopi terapeutici 
ha spinto i ricercatori a sviluppare molti farmaci con questo preciso meccanismo 
d’azione[35,36].Possiamo inoltre dire che, al momento, le topoisomerasi hanno 
assunto primaria importanza nelle ricerche sul cancro e molti farmaci che le 
inibiscono sono fra i più largamente usati nella chemioterapia sull’uomo[5]. Uno 
dei principali successi della ricerca biotecnologica sul cancro è lo sviluppo di più 
efficienti farmaci capaci di superare la resistenza tumorale. I farmaci antitumorali 
attualmente conosciuti per la loro attività anti-topoisomerasi possono essere 
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1. Farmaci di classe I (detti anche “veleni” ): essi stabilizzano i complessi 
covalenti DNA-topoisomerasi I formando un complesso ternario reversibile DNA-
enzima-inibitore che risulta essere cataliticamente inattivo, dal momento che 
viene inibito lo stadio di ricongiunzione dei filamenti di DNA[25]. La stabilizzazione 
del complesso covalente topoisomerasi-DNA rappresenta un ostacolo per lo 
scorrimento delle proteine lungo il DNA, quali le DNA polimerasi, elicasi, RNA 
polimerasi. Così il vero danno si verifica per collisione fra complesso e forcella di 
replicazione; la rottura reversibile del singolo o doppio filamento del DNA 
diventa così una rottura irreversibile e viene attivato il processo di apoptosi. 
Spesso, questi farmaci sono chiamati anche veleni delle topoisomerasi poiché 
essi trasformano l’enzima in una potente tossina cellulare. Il farmaco 
rappresentativo per questa classe è l ’alcaloide naturale camptotecina e gli 
analoghi semisintetici topotecan e irinotecan (vedi Parte 6.1). Appartenenti 
ancora a questa categoria di veleni ci sono anche farmaci intercalanti come la 
bleomicina, la quale non agisce direttamente sul DNA, ma interferisce con esso 
intercalandosi fra le basi azotate, conducendo la cellula alla morte (vedi Parte 
4.1).  
2. Farmaci di classe II o soppressori della topoisomerasi : essi, senza 
agire direttamente sul complesso covalente, agiscono sul sito catalitico dell ’
enzima, prevenendo il suo legame con il DNA. La loro tossicità è dovuta al fatto 
che essi inibiscono il rilassamento della doppia elica e quei processi che 
coinvolgono il DNA, come la replicazione, sono prevenuti. Esempi di sostanze 
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FIGURA 25. Esempi di inibitori delle topoisomerasi. 
 
 
La classificazione degli inibitori delle topoisomerasi più comunemente usata, 
comunque, è basata sul target enzimatico ed, inoltre, sull’abilità di interferire con 
l’azione della topoisomerasi I o della topoisomerasi I I. I composti che inibiscono 
la topoisomerasi I agiscono principalmente durante la fase replicativa del ciclo 
cellulare (fase S), mentre le lesioni causate dalla topoisomerasi I I sono associate 
alla fase di trascrizione dell’RNA e, quindi, avvengono durante la maggior parte 
del ciclo cellulare (fase G2, fase M).  
6.1 FARMACI CHE AGISCONO SULLA TOPOISOMERASI I  
Fra i farmaci antitumorali aventi come target la topoisomerasi di tipo I, la 
camptotecina (FIGURA 26) gioca un ruolo di primaria importanza. La 
camptotecina è un alcaloide estratto dalla corteccia della pianta 
Camptoteca acuminata decne, della famiglia delle Nyssaceae, la cui scoperta 
risale al 1966, quando Wall e Wani la isolarono per la prima volta. Questa pianta, 
nativa della Cina e del Tibet, è stata conosciuta sin dai tempi antichi per le sue 















FIGURA 26. Camptotecina. 
Studi condotti in vivo mostrarono che questo farmaco aveva una potente azione 
antitumorale su vari tipi di tumore nell’uomo, poiché essa inibisce selettivamente 
la DNA topoisomerasi I. In passato, Redinbo e collaboratori[26,27] proposero un 
modello di interazione in cui la camptotecina, attraverso l’intercalazione nel DNA, 
si sovrapponeva parzialmente con il suo C7 al residuo di guanina +1 della catena 
di DNA scisso, mentre l’anello lattonico e il gruppo idrossilico legati al centro 
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Purtroppo, l’estrazione della camptotecina dalla pianta risulta difficile, 
particolarmente a causa della bassa resa e della bassa solubilità in acqua del 
composto. Inoltre, il prodotto naturale, usato in forma di sale sodico, dopo 
apertura dell’anello lattonico (anello E) si è mostrato meno attivo e tossico poiché 
le alte concentrazioni in cui si ritrova nelle urine causano cistite emorragica. 
L’ambiente acido delle urine favorisce la chiusura dell’anello lattonico, tossico per 
la mucosa della vescica. La camptotecina (CPT) penetra velocemente nelle cellule 
dei vertebrati e colpisce la Top1 subito dopo pochi minuti dall’esposizione; 
purtroppo, l’affinità della CPT per la Top1cc è bassa e nei test biochimici sono 
necessarie concentrazioni nell’ordine del micromolare per la formazione del 
complesso ternario, per cui si può  concludere che la CPT è stata selezionata 
sulla base delle sua selettività, piuttosto che sulla sua forza di legame nei 
confronti del target. Lo studio della struttura chimica della camptotecina, 
l’elucidazione dei gruppi rilevanti per l’attività farmacologica e la modifica chimica 
della sua struttura hanno condotto alla sintesi di due suoi derivati, aventi potente 
azione antitumorale[5]. L’obiettivo è stato quello di migliorare la farmacocinetica 
della CPT ed il suo profilo farmacodinamico (allargando o anche diversificando il 
range delle attività rispettando comunque il tipo di tumore). Anche se i derivati 
semisintetici sviluppati nel passato[40,41] rispettarono i requisiti di maggiore 
potenza e maggiore solubilità nell’acqua rispetto all’alcaloide lead, i tentativi di 
creare strutture semplici, una delle maggiori limitazioni della CPT, non ebbero 
successo. Tutt’oggi, la produzione di molti derivati resta parzialmente dipendente 
dalla disponibilità della camptotecina, dato che la sintesi chimica ex novo è lunga 
e costosa. Anche l’estrazione dell’alcaloide puro dalla pianta resta problematico. 
La ricerca farmaceutica degli inibitori selettivi della topoisomerasi I (Top1) è 
incentrata principalmente su due fronti:  
a. Da un lato, cercare di ottenere i derivati della CPT inibitori della Top1 CPT 
simili (FIGURA 33) con aumentata solubilità ed incrementata attività, riducendo al 
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minimo la reversibilità del legame della CPT nel complesso ternario;  
b. Dall’altro lato, cercando nuovi composti inibitori della Top1 non-CPT simili che 
siano contemporaneamente attive e selettive per la Top1, per 
cercare,possibilmente, di rimediare i problemi presentati dalla CPT. Riguardo i 
derivati CPT Top1[31,33] , in primis, sono stati sostituiti gli anelli A e B, per risolvere 
la questione della solubilità, e l’anello E, per la forza di legame e la reversibilità. 
Le sostituzioni a livello degli anelli A e B nei derivati CPT-simili portarono a 
derivati molto promettenti; al momento, sono disponibili due molecole per la 
pratica clinica, entrambe solubili in acqua: irinotecan (CPT-11, Camptosar®, 
FIGURA 28), un profarmaco che viene rapidamente idrolizzato e trasformato nel 
suo metabolita attivo, mille volte più potente, SN-38 (FIGURA 28), grazie a una 
carbossilesterasi, e topotecan (TPT, FIGURA 29, Hycamtin®).  
L’irinotecan cloridrato è utilizzato per via endovenosa nel trattamento in prima 
linea di cancro del colon-retto metastatico, in associazione al 5- fluorouracile, e di 
cancro polmonare non a piccole cellule, associato invece a cisplatino.  
Il topotecan cloridrato è impiegato nel trattamento cancro di ovaio e polmone, 
anche a piccole cellule[32]. Altri derivati come la 9-nitrocamptotecina, G7147211 
(iurotecan), DX 895lf, BN80915 e ST1481 (gimatecan) sono ancora in corso di 
sperimentazione clinica. Altre molecole furono sviluppate e al momento si 
trovano a vari stage di trials preclinici e clinici in corso[5,41,42]. 
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La relazione struttura-attività mostra che l’anello lattonico E delle CPT e la 
configurazione S in posizione 20 sono essenziali per l’attività antitumorale. La 
stabilità dell’anello E è un fattore chiave per l’attività, in quanto la sua idrolisi a 
livello del plasma in condizioni fisiologiche produce quantità copiose di derivati 
carbossilati inattivi con alta affinità per l’albumina del siero umano; anche se 
questa reazione è in equilibrio, alla fine il risultato è una minore quantità di 
prodotto CPT-simile attivo nel sito di azione. Per aumentare la stabilità, nuove 
camptotecine sono state sintetizzate, le omocamptotecine, che hanno un gruppo 
metilenico in più fra il gruppo idrossilico e l’acido carbossilico dell’anello 
lattonico, aventi quindi un anello a 7 membri, e anelli chetonici a 5 membri non 
idrolizzabili. Questi farmaci sono ritenuti avere la capacità di stabilizzare il 
complesso DNA-topoisomerasi. L’ossiimminometil- gimatecan derivato ha 
mostrato un’attività antiproliferativa molto buona, che dipende probabilmente da 
una maggiore capacità di stabilizzare il complesso topoisomerasi I-DNA rispetto 
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alle altre camptotecine. Lo sviluppo di composti inibitori della Top1 non 
camptotecino – simili (FIGURA 30; FIGURA 33b)[44,45] è stato virtualmente 
contemporaneo alla scoperta del target delle CPT. Questa ricerca cominciò con 
lo screening di grandi librerie di molecole naturali e composti chimici e portò alla 
scoperta di tre categorie di molecole:  
- Indolocarbazoli , oggi le molecole nello stato più avanzato di sviluppo clinico;  
- Indenoisochinoline;  
- Fenantridine. L’esistenza di inibitori con scaffolds molto differenti fra loro 










FIGURA 30. Inibitori non camptotecino-simili della TopI. 
Questo concetto fondamentale si basa sulle osservazioni per cui la CPT non lega né 
la topoisomerasi I da sola né il DNA da solo, ma agisce solamente formando un 
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complesso ternario con la topoisomerasi e il DNA solo quando questi si trovano 
nel cleavable complex Top1-mediato. Gli inibitori interfacciali sono capaci di 
instaurare una rete di specifici legami a idrogeno con residui dell’enzima e 
interazioni idrofobiche con le basi del DNA. Questa interazione è stereospecifica, 
poiché solo l’isomero 20(S)-CPT risulta essere attivo. Il legame stereospecifico 
all’interfaccia dell’interazione fra topoisomerasi I e DNA stabilizza un complesso 
normalmente transiente; la stabilizzazione prolungata di questo intermedio 
induce una serie di segnali cellulari che conducono alla morte per apoptosi. 
Generalmente queste molecole sono classificate come inibitori non competitivi 
dell’enzima, poiché non agiscono in modo competitivo con il substrato ma solo in 
presenza dell’intermedio enzima-substrato. I test sull’attività di queste molecole, 
quindi, non sono di tipo dissociativo, ma di stabilizzazione del complesso Top1-
DNA.  
6.2 FARMACI CHE AGISCONO SULLA DNA TOPOISOMERASI II  
6.2.1. Antibiotici con attività antitumorale  
Tutti gli antibiotici utili clinicamente vengono prodotti da vari ceppi di muffe di 
genere Streptomyces, ed includono le antracicline, actinomicine e bleomicine. Gli 
antibiotici della classe delle antracicline furono isolate da Streptomyces peucetius 
(var. Caesius) e sono fra i più utilizzati farmaci antineoplastici. La categoria include 
doxorubicina, daunorubicina, epirubicina e idarubicina (FIGURA 33C). 
L’antraciclina daunorubicina fu scoperta negli anni Cinquanta come farmaco 
antitumorale estremamente potente. Anche oggi viene utilizzata, principalmente 
per il trattamento della leucemia acuta. La doxorubicina (chiamata anche 
adriamicina), altra tossina batterica, fu scoperta poco tempo dopo la 
daunorubicina ed è anch’essa largamente utilizzata, in particolare nel trattamento 
di prima linea contro il cancro del seno, ossa e sarcomi dei tessuti molli, cancro 
della vescica, cancro anaplastico della tiroide, linfoma Hodgkin e non Hodgkin e 
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mieloma multiplo. La epirubicina (4’-epi- doxorubicina), isomero attivo della 
doxorubicina (FIGURA 33C), fu sviluppata più tardi (approvata dall’FDA nel 
1999), L’epirubicina viene utilizzata nel trattamento di cancro esofageo, gastrico e 
del seno[47]. La struttura molecolare di questi composti consiste in un anello 
tetraciclico legato ad un amminozucchero. La farmacologia molecolare e il 
meccanismo d’azione delle antracicline sono complessi. In addizione alla loro 
attività anti- Top2, le antracicline sono potenti intercalanti del DNA, dato che 
l’anello tetraciclico si inserisce fra coppie di nucleotidi adiacenti, mentre la carica 
positiva del gruppo amminico dello zucchero stabilizza il legame interagendo con 
la carica negativa dei gruppi fosfato del DNA (FIGURA 31). L’intercalazione nel 
DNA causa il blocco di varie funzioni DNA-dipendenti. Comunque il meccanismo 
rilevante relativo all’attività citotossica e antitumorale degli agenti intercalanti è la 
loro capacità di interferire con le funzioni della DNA topoisomerasi I I. Questo 
risulta in una stabilizzazione dell ’ intermedio nella reazione catalizzata dalla 
topoisomerasi, durante la quale l’enzima è covalentemente legato alle estremità 
del filamento rotto. Lo stress genotossico causato dalla persistenza del complesso 
ternario enzima-DNA-farmaco, che si manifesta in particolare con rotture a 
doppio filamento, è riconosciuto come un danno fatale, con conseguente 



















Intercalating	  chromophore	  of	  DNA
Portion	  that	  binds	  the	  major	  groove	  
of	  DNA	  and	  topoisomerase	  II
	   80	  
Ci sono altri due meccanismi conosciuti il cui ruolo nella citotossicità delle 
antracicline rimane da definire:  
1. La capacità di legare e danneggiare le membrane cellulari, alterandone la 
permeabilità, specialmente quella degli ioni calcio.  
2. La produzione di radicali liberi e specie reattive dell’ossigeno attraverso 
metabolismo ossido-riduttivo dell’anello antrachinolico. I radicali liberi 
contribuiscono al danneggiamento del DNA e inducono l’ossidazione dei lipidi di 
membrana. L’alterazione della permeabilità di membrana e la produzione di 
radicali liberi potrebbero essere la causa della tossicità cardiaca che caratterizza 
questi farmaci[5]. Fra gli agenti intercalanti troviamo anche i derivati delle acridine, 
come le amsacrine (mAMSA) e l’ellipticinio (FIGURA 33E).  
 
6.2.2 Farmaci di origine sintetica che agiscono sulla DNA 
topoisomerasi I I  
Il successo clinico delle antracicline ha dato il via ad una intensa ricerca nello 
sviluppo di analoghi più efficaci e meno tossici. Fra questi, il composto più 
studiato è il mitoxantrone (FIGURA 33E) appartenente alla classe chimica 
chiamata antracenedioni, caratterizzati da struttura planare intercalante, invece 
priva di amminozucchero. Il mitoxantrone ha uno spettro di attività più limitato 
rispetto alla doxorubicina e viene utilizzato nel trattamento di cancro del seno e 
linfoma. Questo composto, comunque, ha un migliore profilo di tollerabilità e 
tossicità cardiaca minore, e ciò permette il suo utilizzo anche a dosi più alte. Altri 
farmaci semi-sintetici che agiscono sulla topoisomerasi I I sono le 
epipodofillotossine. I rappresentanti principali di questo gruppo sono l’etoposide 
e il teniposide (FIGURA 33D). Anche se legano la tubulina, essi non hanno effetto 
sulla struttura e funzione dei microtubuli e non hanno azione intercalante poiché 
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alle concentrazioni terapeutiche l’effetto antiproliferativo è il risultato 
dell’inibizione della topoisomerasi I I. L’etoposide viene usato principalmente per 
il trattamento del carcinoma polmonare non a piccole cellule, cancro testicolare 
refrattario e linfomi, tramite somministrazione orale o endovenosa. Il teniposide è 
ampiamente usato nel trattamento di leucemie linfoblastiche infantili acute 
refrattarie per via endovenosa[5,41,32]. Fra i farmaci con azione non intercalante 




FIGURA 32. Genisteina. 
Esistono anche farmaci anti-topoisomerasi attivi sulla girasi e sulla topoisomerasi 
I IA batteriche: fra questi, usati nelle terapie antimicrobiche, i meglio conosciuti 
sono i chinoloni, di cui il precursore è l’acido nalidixico. La FIGURA 33 
pubblicata da Pommier[31] mostra i principali inibitori delle topoisomerasi già 
approvati o sotto trial clinico. Una peculiarità di tutti gli inibitori delle DNA 
topoisomerasi è la loro azione sequenza-specifica: gli esperimenti in vitro con 
topoisomerasi purificate mostrano in modo particolarmente chiaro come farmaci 
appartenenti a differenti classi chimiche stimolino specificamente scissioni all’
interno del DNA in siti ben precisi, fornendo dei modelli per le rotture del DNA 
farmaco- specifiche. Nella cromatina nucleare la situazione è più complessa, dato 
che l’accessibilità delle topoisomerasi al DNA è fortemente limitata dalla presenza 
di altre proteine, specialmente i nucleosomi e    l’istone H1[48,50]. Quindi, nella 
cromatina delle cellule in coltura, la localizzazione delle rotture del DNA, prodotta 
dagli enzimi e stimolata dai farmaci, è determinata da vari fattori, compreso il 
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inibitori delle topoisomerasi, e specialmente le CPT, sono spesso usati anche per 
studi di fattori genetici coinvolti nella regolazione del ciclo cellulare e nella 










FIGURA 33. Strutture dei principali farmaci antitumorali inibitori delle 
topoisomerasi. 
A:Inibitori Top1 CPT-simili. B:Inibitori Top1 non CPT-simili sotto trial 
clinico. C:Antracicline. D: Derivati delle Dimetilepipodofillotossine, incluso il farmaco 
F14512 in trial clinico. 
 
6.3 MECCANISMI DI RESISTENZA : LA RESISTENZA MULTIPLA 
INFLUISCE SUGLI INIBITORI DELLE TOPOISOMERASI  
I meccanismi di resistenza intrinseca ed acquisita comprendono:  
-Espressione di proteine di membrana coinvolte nel trasporto dei farmaci;  
-Mutazioni e cambi nell’espressione di proteine coinvolte nella regolazione del 
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ciclo cellulare e riparazione dei danni nel DNA;  
-Cambi nella struttura genetica (mutazioni) e espressione delle topoisomerasi.  
L’alterazione dell’espressione di proteine di membrana è alla base del fenomeno 
conosciuto come fenotipo della resistenza multipla. Infatti, le cellule che mostrano 
questo fenotipo sono dotate di resistenza multipla verso differenti classi chimiche 
di farmaci. Lo studio di questo fenotipo ha evidenziato il coinvolgimento di vari 
trasportatori di membrana capaci di ridurre la concentrazione dei farmaci, prima 
che essi arrivino al target specifico, attraverso la regolazione del loro efflusso. I 
trasportatori meglio conosciuti sono codificati dai geni MDR-1, MRP, LRP. Il 
prodotto di mdr-1 (multi-drug resistance-1) è una glicoproteina di membrana, 
conosciuta anche con il nome di P-glicoproteina (PGP), la quale funziona come 
una pompa capace di espellere il farmaco dalla cellula tramite il consumo di 
energia. Più recentemente, altre due proteine di trasporto, con comportamento 
simile a mdr-1, sono state scoperte: MRP (multi-drug resistance associated 
protein) e LRP (lung-resistance protein). MRP è una famiglia di proteine di 
membrana con molte analogie funzionali e strutturali con la P-glicoproteina. 
Infatti, esse possiedono un dominio per il legame e l’idrolisi di ATP ed un dominio 
transmembranale con funzione strutturale. Questa famiglia di trasportatori è 
formata da sette proteine (MRP1-7) e fra queste solo MRP 1, MRP2 e MRP3 sono 
coinvolte nel fenotipo di resistenza multipla. LRP è localizzato all’interno della 
membrana nucleare ed è coinvolto nell’espulsione del farmaco dal nucleo, dove 
le topoisomerasi svolgono la loro funzione, al citoplasma. Mutazioni e 
diminuzione dell’espressione delle topoisomerasi possono essere responsabili di 
particolari tipi di resistenza (fenotipo MDR atipico), che coinvolge solo quei 
farmaci che hanno come target le topoisomerasi. Comunque, il ruolo di queste 
alterazioni a livello dell’enzima target nella resistenza clinica rimane non chiaro, 
anche se è plausibile che il fenomeno della resistenza sia complesso e coinvolga 
	   84	  
non solo meccanismi di difesa o alterazione della cellula target, ma anche il 
riconoscimento e la risposta nei confronti di un danno[5]. La resistenza cellulare 
alla camptotecina ed ai suoi derivati si verifica anche in seguito a una 
combinazione di fattori che riducono la formazione del complesso ternario CPT-
DNA-Top1; fra questi fattori ci sono le proteine di riparazione, ed in particolare la 
tirosil-DNA fosfodiesterasi 1 (Tdp1) gioca un ruolo predominante. Tdp1 è una 
fosfolipasi-D, che, agendo sulla DNA-Top1, catalizza l ’ idrolisi del legame 
fosfodiestereo fra l’estremità 3’ del filamento di DNA e il residuo di tirosina nel 
sito catalitico (Tyr723), tramite una sostituzione nucleofila a due steps. L’enzima 
può essere considerato un target modulatorio per l’attività dei veleni della Top1: 
infatti la sua inibizione dovrebbe condurre a un aumento della attività citotossica 
di questi farmaci, attraverso il blocco della scissione del complesso ternario. La 
terapia combinata di farmaci che inibiscono la Top1 e altri che inibiscono Tdp1 
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Le DNA topoisomerasi (Top) sono enzimi essenziali che inducono le modifiche 
topologiche del DNA durante vari importanti processi cellulari, quali la 
replicazione, la trascrizione e la riparazione. Ci sono due famiglie maggiori di 
topoisomerasi: DNA topoisomerasi di tipo I (Top1) e di tipo II (Top2), a seconda 
della necessità di rottura di uno o di entrambi i filamenti della doppia elica.  
La Top1 rilassa i superavvolgimenti del DNA, formando rotture a singolo 
filamento, e successivamente riunisce le estremità della rottura per ripristinare 
rapidamente l’integrità della doppia elica. A questo livello, l’enzima è 
particolarmente vulnerabile a un gruppo di agenti antitumorali, i cosiddetti  
veleni della Top 1, i quali intrappolano reversibilmente il complesso scindibile 
derivato dal clivaggio mediato dall’enzima, con conseguenti rotture irreversibili 
nel filamento di DNA interessato, attivazione dell’apoptosi e arresto del ciclo 
cellulare. Gli inibitori della Top1 sono un gruppo relativamente nuovo di farmaci 
antitumorali con un ampio range di attività su tumori ematologici e tumori solidi. 
La camptotecina I (CPT, FIGURA 34) fu la prima piccola molecola identificata e 
classificata come inibitore della Top1. I tentativi di migliorare il suo profilo di 
tossicità e la sua farmacocinetica hanno condotto allo sviluppo di due derivati 
della CPT idrosolubili, l’ irinotecan e il topotecan (FIGURA 34) e di  ulteriori nuovi 
composti attualmente sotto sperimentazione clinica.  
È, però, dimostrato che i farmaci camptotecino-simili non sono farmaci ideali in 
quanto presentano un gran numero di limitazioni, fra cui l’instabilità chimica e la 
potenziale induzione di resistenza cellulare, oltre ai pesanti effetti collaterali. Per 
aggirare i principali difetti di questi composti, sono state sviluppate diverse classi 
chimiche di veleni della Top1 non camptotecino-simili, alla ricerca di innovativi e 
promettenti farmaci antitumorali, tra cui le fenantridine III e le indenoisochinoline 
IV (FIGURA 34).  
In questo ambito, negli ultimi decenni, il gruppo di ricerca con il quale ho 
collaborato durante il mio lavoro di tesi ha studiato vari sistemi polieterociclici e 
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ha diretto recentemente la sua attenzione verso una nuova classe di farmaci con 
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Questa classe è caratterizzata da una struttura 2(3)-fenilpirazolo[1,5- 
a]chinazolinica, uno scaffold innovativo per lo sviluppo di nuovi agenti non- 
camptotecino-simili che agiscono sulla Top1.  Infatti, il sistema triciclico della 
struttura V (FIGURA 35) imiterebbe i tre anelli A, B e C della struttura IV (FIGURA 
34) mentre il fenile che si trova nella porzione pirazolonica della struttura V 
(FIGURA 35) potrebbe imitare l’anello sostituito D della struttura IV (FIGURA 34); 
sono stati progettati composti a cui è legato un fenile nella posizione 2- oppure 
nella posizione 3- del sistema pirazolo[1,5-a]chinazolinico. Poiché una catena 
protonabile legata in posizione 5- o 6- dell’anello indenoisochinolinico o in 
posizione 5- del sistema benzofenantridinico è un elemento comune della 
maggior parte dei derivati attivi, l’anello pirazolochinazolinico è stato 
funzionalizzato in posizione 4- o 5- con una catena amminoalchilica. In particolare, 
sono stati studiati gli effetti di varie sostituzioni funzionali sull’attività degli inibitori 
della Top1, quali:  
- La lunghezza della catena;  
- La natura del linker fra l’anello eteropoliciclico ed il gruppo basico terminale;  
- La natura del gruppo basico terminale.  
 
Nella sottoclasse dei composti 4’-Cl sostituiti, la natura della catena in posizione 
5-, in termini di tipologia (-O- o -NH-) e lunghezza del linker, che lega il core della 
molecola alla catena laterale, così come la natura del gruppo basico terminale, 
influenzano moderatamente l’attività inibitoria sulla Top1. La catena contenente 
un gruppo imidazolico (64) ha portato ai risultati peggiori, mentre l’attività 
ottimale è stata raggiunta con le catene dimetilamminoetilamminica, 
dimetilamminopropilamminica e dietilamminoetilamminica (61-63).  
Un trend analogo si osserva anche nel caso in cui la posizione 4- sia non sostituita 
(65-69); la presenza di un nucleo imidazolico terminale risulta anche in quel caso 
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deleteria per l’attività biologica della molecola, mentre il derivato più attivo è 65, 
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N°	   Posizione	  	  fenile	   Ra	   X	   Inibizione	  	  Top1	  
36	   	   A	   	   0/+	  
37	   	   B	   	   0	  
38	   	   C	   	   0	  
39	   2	   D	   H	   0/+	  
40	   2	   E	   H	   0/+	  
41	   2	   F	   H	   0	  
42	   2	   H	   H	   0	  
43	   2	   J	   H	   0	  
44	   3	   D	   OCH3	   +	  
45	   3	   E	   OCH3	   0/+	  
46	   3	   F	   OCH3	   0/+	  
47	   3	   G	   OCH3	   +	  
48	   3	   H	   OCH3	   0/+	  
49	   3	   I	   OCH3	   0/+	  
50	   3	   J	   OCH3	   0	  
51	   3	   D	   CF3	   0/+	  
52	   3	   E	   CF3	   0	  
53	   3	   F	   CF3	   0	  
54	   3	   G	   CF3	   +	  
55	   3	   H	   CF3	   0/+	  
56	   3	   I	   CF3	   0/+	  
57	   3	   J	   CF3	   0	  
58	   3	   D	   Cl	   +	  
59	   3	   E	   Cl	   0/+	  
60	   3	   F	   Cl	   +	  
61	   3	   G	   Cl	   ++	  
62	   3	   H	   Cl	   ++	  
63	   3	   I	   Cl	   ++	  
64	   3	   J	   Cl	   0	  
65	   3	   D	   H	   ++	  
66	   3	   E	   H	   +	  
67	   3	   F	   H	   +	  
68	   3	   H	   H	   +	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aA, (CH2)CH2N(CH3)2; B, (CH2)3N(CH3)2; C, (CH2)3-1-imidazolo; D, O(CH2)2N(CH3)2; 
E, O(CH2)2N(C2H5)2; F, O(CH2)3N(CH3)2; G, NH(CH2)2N(CH3)2; H, NH(CH2)2N(C2H5)2; 
I, NH(CH2)3N(CH3)2; J, NH(CH2)3-1-imidazolo; l’attività dei composti di produzione 
della scissione del DNA Top1-mediata è espresso semi-quantitativamente come 
segue: o, non attivo; o/+, tracce di attività, +, attività debole; ++, attività 
moderata, +++, forte attività; ++++, attività equivalente a 1μM CPT I o MJ-III-
65 (FIGURA 35).  
 
Studi computazionali sono stati condotti per studiare la modalità di interazione fra 
DNA-Top1 e composti pirazolochinazolinici (i composti 61 e 63), in modo da 
razionalizzare le relazioni struttura-attività. Si osserva che il fenile in posizione 3- 
stabilisce specifiche interazioni grazie alla sua ottimale disposizione parallela con 
il sito di cleavage del DNA (-1A e +1C) (FIGURA 70) a differenza dei composti 
36-43, che invece sono sostituiti in posizione 2- . Inoltre, il miglioramento delle 
interazioni ligando-target che si può ottenere introducendo un atomo di cloro 
nella posizione 4’ sui composti 3-fenilici (58-64) porta ad un aumento della 
potenza inibitoria rispetto ai composti non sostituiti 65-69. Sembra, infatti, che 
l’atomo di cloro si adatti perfettamente alla fessura formata dai residui -1A e +1C 
del filamento intatto. Al contrario, sostituenti più ingombranti nella stessa 
posizione (p-OCH3 e p-CF3) fanno sì che diminuisca la potenza inibitoria nei 
confronti della Top1 (44-57).  
La catena dialchilamminoalchilamminica si protrude dalla doppia elica di DNA 
verso una tasca proteica piuttosto superficiale: qui il gruppo esociclico –NH- 
instaura un  
legame a idrogeno con le molecole d’acqua adiacenti; al contrario, composti che 
portano un ossigeno etereo esociclico, come 58-60, portano ad una inibizione 
della Top1 minore, forse a causa della perdita di questa interazione idrofilica. 
Invece, la lunghezza della catena amminoalchilica laterale e la natura del sito 
alchilico terminale influiscono scarsamente sulla potenza inibitoria della Top1; 
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solo il gruppo imidazolico riesce ad abbassare o annullare l’attività inibitoria della 





FIGURA 70. Modalità di legame fra 61 ( in gial lo) con i l  s ito Top1 ( in verde) 
di cl ivaggio del DNA (in grigio) Top1-mediato(in verde). I  residui 
importanti per i l  legame con i l  l igando sono quell i  evidenziati  in primo 
piano. I  legami a idrogeno sono rappresentati dal tratteggio nero. 
 
Sulla base di questi risultati incoraggianti, il gruppo di ricerca presso il quale si è 
svolto questo lavoro di tesi ha intrapreso un nuovo progetto nel quale un nuovo 
sistema polieterociclico viene studiato con l’obiettivo di sviluppare nuovi 
composti capaci di inibire l’azione della Top1. E’ stata quindi progettata una 
serie di derivati indazolo[2,3- a]chinazolinici di formula generale VI (FIGURA 71) 
variamente alchilati in posizione 5 e recanti, nella posizione 9 dell’anello D, 
gruppi sostituenti quali un atomo di cloro e idrogeno. 
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VI   (80,81 ; 89-91) 
FIGURA 71. Indazolochinazolina. 
                                            
 
Questi nuovi composti mantengono la struttura chinazolinica dei derivati della 
serie V (FIGURA 35); il gruppo pirazolonico è stato invece sostituito con uno 
indazolico e l’anello fenilico D dovrebbe mimare il gruppo 3- fenilico pendente 
dei composti 36-69. L’obiettivo finale è quello di ottenere molecole con una 
incrementata potenza inibitoria sulla Top1 in virtù della ridotta flessibilità dello 
scaffold centrale.  
I nuovi derivati VI mantengono anche una forte analogia strutturale con la serie 
IV: il core di VI (FIGURA 71) mimerebbe gli anelli A, B, C e D delle 
indenoisochinoline IV (FIGURA 34). Come già spiegato in precedenza, la 
maggior parte dei derivati attivi presenta una catena protonabile in varie 
posizioni: in 5 o 6 per le strutture indenoisochinoliniche IV, in 5 per il sistema III 
benzofenantridinico o in 4 o 5 della 3-fenil-pirazolo[1,5- a]chinazolina V. Ecco, 
dunque, che lo scaffold indazolo[2,3-a]chinazolin- 5(6H)-onico VI è stato 
funzionalizzato con catene alcossiamminiche in posizione 5. Abbiamo inizialmente 
preso in considerazione quelle catene laterali considerate più promettenti per la 
pirazolochinolina V, in termini di attività inibitoria sulla Top1:  
dimetilamminoetossilica  90 e dietilamminoetossilica 81 e 91[51]; si è presa in 
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considerazione anche la catena morfolinetossilica 80 e 89 per valutarne la 
potenziale attività inibitoria sulla Top1. 
L’ intermedio chiave per la sintesi dei derivati indazolochinazolinici  80-81 è 









Nel primo step, si fa reagire NaNO2 in soluzione acquosa di HCl al 25% a 0°C con 
l’acido antranilico 72, disponibile commercialmente, sotto agitazione; dopo circa 
45 minuti, la reazione di diazotazione porta alla formazione del corrispondente 
sale di diazonio, stabile a questa temperatura. La reazione viene gocciolata in una 
soluzione di acqua, ghiaccio e sodio azide, che reagisce con il sale di diazonio 
intermedio, formando l’acido 2-azidobenzoico 73, dopo circa 18 ore[52]. L’acido 
2-azidobenzoico 73, viene dunque fatto reagire con cloruro di tionile, in THF 
anidro, in atmosfera di azoto a 0°C , e successivamente riscaldando a riflusso. 
Dopo circa 48h, tramite analisi TLC, osserviamo la formazione del cloruro acido 
74, che viene utilizzato nella reazione successiva senza ulteriore purificazione, 
data la sua instabilità. La procedura di sintesi è stata leggermente variata da 
quella riportata in letteratura[53]. Il 2-azidobenzocloruro 74 e antranilammide 75 
vengono fatti condensare utilizzando trietilammina in toluene anidro a 
temperatura ambiente , sotto continua agitazione per 24h (analisi TLC), portando 
alla formazione del prodotto di condensazione 76. Quest’ultimo subisce poi una 
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soluzione di KOH 1% in EtOH dopo circa 4h, sotto agitazione e a temperatura 
ambiente; questa reazione porta così alla formazione dell’ammide ciclica 77. 
Anche questa procedura di sintesi è stata leggermente modificata da quella 
indicata in letteratura[54]. Infine, il derivato indazolo[2,3-a]chinazolin-5(6H)-one 78, 
si ottiene tramite riflusso di 77 in xylene per circa 15h (analisi TLC) sotto continua 
agitazione (SCHEMA 1)[55]. 
La procedura sintetica generale per la preparazione dei derivati 2(indazolo[2,3-
a]chinazolin-5-ilossi)-N,N-dialchiletanamminici  80,81 è riportata negli SCHEMI 2 
e 3. 
I derivati 80 e 81 si ottengono tramite la trasformazione dell’indazolo[2,3-
a]chinazolin-5(6H)-one 78 nel corrispondente 5-cloro derivato 79 secondo la 
procedura descritta nello SCHEMA 2. Il derivato 79 si ottiene facendo reagire il 
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Il derivato 5-clorosostituito 79 viene poi trasformato nei corrispondenti derivati 
80 e 81 tramite reazione con sodio idruro in DMF anidra, sotto agitazione e a 
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Per la sintesi dei derivati indazolochinazolinici  89-91 invece, l’intermedio chiave 
è il 9-cloroindazolo[2,3-a]chinazolin-5(6H)-one 87, la cui preparazione è 





Nel primo step, si fa reagire NaNO2 in soluzione acquosa di HCl conc. a 0°C con 
l’acido 2-ammino-4-clorobenzoico 82, disponibile commercialmente, sotto 
agitazione; dopo circa 45 minuti, la reazione di diazotazione porta alla formazione 
del corrispondente sale di diazonio, stabile a questa temperatura. Nello stesso 
ambiente di reazione, viene aggiunta quindi goccia a goccia una soluzione 
acquosa di sodio azide, che reagisce con il sale di diazonio intermedio, formando 
l’acido 2-azido-4-clorobenzoico 83[57]. L’acido 2-azido-4-clorobenzoico 83 e 
antranilammide 84 vengono fatti condensare in presenza di 1-idrossibenzotiazolo 
(HOBT) , N,N,N’,N’-tetrametil-O-(benzotriazol-1-il)uronio-tetrafluoroborato (TBTU) 
e trietilammina in DMF anidra. La reazione procede a temperatura ambiente, 
sotto agitazione continua, per circa 24 ore, portando dunque al prodotto di 
condensazione 85[58]. Quest’ultimo subisce una ciclizzazione con conseguente 
perdita di acqua, per trattamento con una soluzione di KOH 1% in EtOH dopo 
circa 4h,sotto agitazione e a temperatura ambiente; questa reazione porta così 
alla formazione dell’ammide ciclica 86.  
Questa procedura di sintesi è stata leggermente modificata da quella indicata in 
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tramite riflusso di 86 in toluene per circa 17h (analisi TLC) sotto continua 
agitazione (SCHEMA 4)[55]. 
La procedura sintetica generale per la preparazione dei derivati 2(9-cloro-
indazolo[2,3-a]chinazolin-5-ilossi)-N,N-dialchiletanamminici 89-91 è riportata 
negli SCHEMI 5 e 6. 
I derivati 89-91 si ottengono tramite la trasformazione del 9-cloroindazolo[2,3-
a]chinazolin-5(6H)-one 87 nel corrispondente 5-cloro derivato 88 secondo la 
procedura descritta nello SCHEMA 5. Il derivato 88 si ottiene facendo reagire il 





























Il derivato 5-clorosostituito 88 viene poi trasformato nei corrispondenti derivati 
89-91 tramite reazione con sodio idruro in DMF anidra, sotto agitazione e a 
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Le rese delle reazioni,le costanti chimico-fisiche e le caratteristiche 
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MATERIALI E METODI 
 
Se non specificato diversamente, tutti i solventi e i reagenti utilizzati per le sintesi 
sono stati acquistati direttamente dai fornitori ed impiegati senza ulteriori 
processi di purificazione. Come agente essiccante è stato utilizzato il magnesio 
solfato. L’evaporazione è stata effettuata in condizioni di vuoto tramite 
Rotavapor®. Le rese (%) si riferiscono ai composti purificati e risultati omogenei 
dall’analisi spettroscopica (1H-NMR). Le reazioni sono state monitorate tramite 
cromatografia su strato sottile (TLC), mediante l’impiego di lastre di silicato di 
alluminio (MERK 60 F-254, spessore 0,2mm). Gli spettri protonici, acquisiti tramite 
risonanza magnetica nucleare (1H-NMR), sono stati ottenuti disciogliendo i 
composti in dimetilsolfossido esadeuterato (DMSO-d6) oppure in cloroformio 
deuterato (CDCl3), utilizzando uno spettrometro Bruker 400-MHz. La presenza di 
protoni scambiabili è stata confermata tramite acqua deuterata (D2O). I punti di 
fusione sono stati determinati utilizzando l’apposito strumento per la misurazione 
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Procedura per la sintesi dell’acido 2-azido-benzoico 73 
1g (7,30 mmoli) di acido antranilico 72 viene addizionato a una soluzione  di 5 ml 
di acqua e 1,85 ml di HCl c. (37%)  a 0°C. 526 mg (7,60 mmoli) di NaNO2 
vengono disciolti in 1,5 ml di acqua ; la soluzione così ottenuta viene aggiunta 
goccia a goccia alla precedente. La miscela rimane in agitazione a 0°C per 45 
minuti circa. Dopodichè viene preparata in un becker una soluzione di 530 mg 
(8,10 mmoli) di NaN3 in 1,5 ml di acqua e 10 g di ghiaccio. La reazione 
precedente viene lentamente gocciolata all’interno del becker. Si nota la 
formazione di una schiuma bianca/beige che viene lasciata riposare a 
temperatura ambiente, sotto cappa, per 18 ore. Alla fine la schiuma viene filtrata 
sotto vuoto. Il solido così raccolto viene essiccato. 
Acido 2-azidobenzoico 73. Resa:94%, p.f.=144°C, Let.rif. n° 52. 
 
 
Procedura di sintesi del 2-azido-benzoilcloruro 74 
500 mg (3,06 mmoli) di acido 2-azidobenzoico 73 viene solubilizzato in 22,8 ml di 
tetraidrofurano anidro (THF) in ambiente anidrificato e in atmosfera di N2 a 0°C. A 
questa soluzione vengono aggiunti ,goccia a goccia, 729,3 mg (0,44 ml;6,12 
mmoli) di SOCl2. La miscela viene lasciata in agitazione a riflusso per circa 48 ore, 
monitorandone l’andamento tramite TLC (Eth.Petr./AcOEt = 3:7). Dopo 
raffreddamento, viene fatto evaporare il solvente organico a pressione ridotta ed 
il composto oleoso così ottenuto viene sottoposto a 3-4 lavaggi con THF anidro, 
per rimuovere il residuo di cloruro di tionile non reagito. Il 2-azido-benzoilcloruro 
è particolarmente instabile per cui viene subito impiegato per la reazione 
successiva senza ulteriore purificazione. 
2-azido-benzoilcloruro 74. Resa quantitativa. 
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Procedura di sintesi dell’  N-[2-(amminocarbonil)fenil ]-2-
azido-benzammide 76 
309,64 mg (0,42 ml) di trietilammina vengono aggiunti goccia a goccia ad una 
soluzione di 2-azido-benzoilcloruro 74 (661 mg, 3,06 mmoli) e antranilamide 75 
(417,7 mg,3,06 mmoli) in 22,8 ml di toluene anidro , a 0°C, in ambiente 
anidrificato ed in corrente di N2. La miscela viene lasciata in agitazione a 
temperatura ambiente per 24 ore. L’andamento della reazione viene monitorato 
tramite TLC (Eth.Petr./AcOEt 3:7). 
La sospensione formatasi viene filtrata sotto vuoto e il precipitato raccolto viene 
disciolto in acqua per eliminare la trietilammina cloridrato che si è formata; 
dopodichè si esegue nuovamente filtrazione sotto vuoto. Il solido così ottenuto 
viene essiccato. 
N-[2-(amminocarbonil)fenil]-2-azido-benzammide 76. Resa:83% ; p.f.=173-174°C. 
 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 7.19-7.21 (m, 1H, Ar-H); 7.32-7.36 (m, 1H, 
Ar-H); 7.46-7.48 (m, 1H, Ar-H); 7.54-7.58 (m, 1H, Ar-H); 7.61-7.66 (m, 1H, Ar-H); 
7.75-7.79(m, 2H, Ar-NH2); 7.82-7.84 (m, 1H, Ar-H); 8.23 (s, 1H, Ar-H); 8.62 (d, 1H, 
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Procedura di sintesi del 2-(2-azidofenil)chinazolin-4(3H)-
one 77 
717 mg di N-[2-(amminocarbonil)fenil]-2-azido-benzammide 76 vengono aggiunti 
ad una soluzione di KOH 1% in EtOH (42,5 ml ) e si lascia progredire la reazione a 
temperatura ambiente in agitazione per 4 ore, fino alla scomparsa dei prodotti di 
partenza. La reazione viene monitorata tramite analisi TLC (Eth.Petr./AcOEt 3:7 ). 
Viene poi evaporato il solvente organico tramite Rotavapor®. Il composto solido 
così ottenuto viene addizionato ad acqua e si esegue estrazione in AcOEt (x5) in 
imbuto separatore. Viene in seguito rimossa l’acqua della fase organica raccolta 
tramite aggiunta dell’agente essicante MgSO4. Infine la soluzione viene portata a 
secco, così da ottenere il prodotto desiderato. 
2-(2-azidofenil)chinazolin-4(3H)-one 77. Resa:94% ; p.f.=330°C. 
 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 7.33-7.37 (m, 1H, Ar-H); 7.48-7.50 (m, 1H, 
Ar-H); 7.54-7.58 (m, 1H, Ar-H); 7.62-7.73 (m, 3H, Ar-H); 7.83-7.87 (m, 1H, Ar-H); 
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Procedura di sintesi dell’  indazolo[2,3-a ]chinazolin-5(6H)-
one 78 
643 mg (2,41 mmoli) del 2-(2-azidofenil)chinazolin-4(3H)-one 77 vengono 
solubilizzati in 63,4 ml di xylene  e la miscela viene fatta reagire a riflusso e 
lasciata in agitazione per 19 ore. Alla fine della reazione (Analisi TLC 
Eth.Petr./AcOEt 3:7) si forma un precipitato giallo che viene successivamente 
filtrato sotto vuoto ed essiccato. 
Indazolo[2,3-a]chinazolin-5(6H)-one 78. Resa:80% ; p.f.=187°C. 
 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 6.97-7.01 (m, 1H, Ar-H); 7.34-7.38 (m, 1H, 
Ar-H); 7.56 (d, 1H, J=8.8 Hz, Ar-H); 7.63-7.67 (m, 1H, Ar-H); 7.95-8.02 (m, 2H, Ar-
H); 8.26-8.28 (m, 1H, Ar-H); 8.40 (d, 1H, J=8.4 Hz, Ar-H); 13,21 (s, 1H ,NH 
scambio con D2O). 
 
Procedura di sintesi del 5-cloro-indazolo[2,3-a ]chinazolina 
79 
Una miscela di indazolo[2,3-a]chinazolin-5(6H)-one 78 (174 mg , 0,74 mmoli ) e 
PhPOCl2 (2,22 ml) vengono fatti reagire all’interno di una fiala anidrificata, a 
180°C in agitazione per 4 ore (controllo tramite analisi TLC Eth.Petr. / AcOEt 3:7). 
Alla fine della reazione, la miscela viene fatta raffreddare e gocciolare su ghiaccio 
; si lascia fondere il ghiaccio e la soluzione acquosa così ottenuta viene 
neutralizzata tramite aggiunta di una soluzione di NH3 (30-33 %) : il prodotto 
desiderato viene raccolto tramite filtrazione sottovuoto ed essicato. 
5-cloro-indazolo[2,3-a]chinazolina 79. Resa:94% ; p.f.=197-198°C. 
 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, δ ppm): 7.37 (t, 1H, J=7.4 Hz, Ar-H); 7.61-7.65 (m, 1H, 
Ar-H); 7.78-7.82 (m, 1H, Ar-H); 7.95 (d, 1H, J=8.8 Hz, Ar-H); 8.07-8.12 (m, 1H, Ar-
	   111	  
H); 8.29 (d, 1H, J=8.4 Hz, Ar-H); 8.43 (d, 1H, J=8.4 Hz, Ar-H); 8.87 (d, 1H, J=8.8 
Hz, Ar-H). 
 
Procedura generale di sintesi dei derivati 2(indazolo[2,3-
a]chinazolin-5-i lossi)-N,N-dialchiletanamminici   80 e 81 
100 mg (0,39 mmoli) di 5-cloro-indazolo[2,3-a]chinazolina vengono solubilizzati, in 
ambiente anidrificato e in corrente di N2, in DMF anidra (10 ml). Vengono 
aggiunti 255,78 mg (0,236 ml , 1,95 mmoli) dell’ opportuno alcool che si desidera 
legarvi e 23,88 mg di sodio idrossido (60% disperso in olio minerale). La miscela 
viene lasciata reagire a temperatura ambiente, sotto continua agitazione per 18 
ore. La reazione viene monitorata tramite analisi TLC (DCM / MeOH 9:1). Alla fine 
della reazione si aggiunge ghiaccio e si attende che si sciolga, con conseguente 
precipitazione del prodotto. Quindi si esegue filtrazione sotto vuoto e il solido 
viene messo ad essiccare. 
 
 
4-(2-(indazolo[2,3-a]chinazolin-5-ilossi)etil)morfolina  80. Resa:37% ; p.f.=51-
53°C. 
 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, δ ppm: 2.59 (t, 3H, J=4.4 Hz, CH3); 2.92 (t, 2H, J=5.6 
Hz, CH2) ; 3.58 (t, 3H, J=4.4 Hz, CH3) ; 4.81 (t, 2H, J=5.6 Hz, CH2); 7.16-7.20 (m, 
1H, Ar-H); 7.48-7.52 (m, 1H, Ar-H); 7.76-7.82 (m, 1H, Ar-H); 8.02-8.04 (m, 1H, Ar-
H); 8.11-8.15 (m, 1H, Ar-H); 8.30 (dd, 1H, JMAX=8.4 Hz ; JMIN=1.2 Hz, Ar-H); 8.56 (d, 
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N,N-dietil-2-(indazolo[2,3-a]chinazolin-5-ilossi)etan-1-ammina 81. Resa:20% ; 
p.f.=75-78°C. 
 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, δ ppm: 1.03 (t, 6H, J=7.2 Hz, 2 CH3); 2.63 (q, 4H, 
J=7.2 Hz, 2 CH2) ; 2.98 (t, 2H, J=6.0 Hz, CH2) ; 4.73 (t, 2H, J=6.0 Hz, CH2)); 7.17-
7.20 (m, 1H, Ar-H); 7.49-7.53 (m, 1H, Ar-H); 7.76-7.82 (m, 1H, Ar-H); 8.02-8.04 (m, 
1H, Ar-H); 8.11-8.15 (m, 1H, Ar-H); 8.29 (dd, 1H, JMAX=8.0 Hz ; JMIN=0.4 Hz, Ar-H); 
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Procedura di sintesi dell’  acido 2-azido-4-clorobenzoico 83 
500 mg (2,91 mmoli) di acido 4-cloroantranilico 82 vengono addizionati ad una 
soluzione di 5,82 ml di acqua e 5,82 ml di HCl c. (37%) a 0°C. Quindi vengono 
disciolti 261 mg (3,78 mmoli)  di NaNO2 in 3,4 ml di acqua ; la soluzione così 
ottenuta viene aggiunta goccia a goccia alla precedente.  
La miscela rimane in agitazione a 0°C per circa 45 minuti. Dopodichè vengono 
aggiunti, goccia a goccia, 227 mg (3,49 mmoli) di NaN3 disciolti in 4,8 ml di 
acqua. La miscela viene lasciata reagire a temperatura ambiente e sotto continua 
agitazione per 12 ore. La reazione viene constantemente monitorata tramite TLC 
(Eth.Petr./AcOEt 3:7). 
Si verifica la formazione di una schiuma bianca; viene acidificato ulteriormente 
l’ambiente tramite aggiunta di HCl c. e si esegue la filtrazione sotto vuoto della 
soluzione finale. Il solido così raccolto viene essiccato. 
Acido 2-azido-4-clorobenzoico 83. Resa:89%, p.f.=138-141°C. 
 
 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, δ ppm: 7.33 ( dd, 1H, JMAX=8.4 Hz ; JMIN=2.0 Hz, Ar-H); 
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Procedura di sintesi del 2-azido-N-(3-carbamoilfenil )-4-
clorobenzammide 85 
375 mg (1,90 mmoli) di acido 2-azido-4-clorobenzoico 83 vengono solubilizzati in 
5 ml di DMF anidra, in ambiente anidrificato e in atmosfera di N2 a 0°C. A questa 
soluzione vengono aggiunti nell’ordine HOBT (282 mg, 2,09 mmoli) , TBTU (671 
mg, 2,09 mmoli) e trietilammina (384,5 mg, 0,53 ml, 3,8 mmoli). La miscela viene 
lasciata in agitazione a temperatura ambiente per 30 minuti. Dopodichè viene 
aggiunta antranilammide (310 mg, 2,28 mmoli) e si lascia progredire la reazione 
per 5 ore, monitorandone l’andamento tramite TLC (Eth.Petr./AcOEt 3:7). La 
reazione viene trattata nonostante non vada a completezza : viene aggiunto 
ghiaccio, si attende che si disciolga e la soluzione risultante viene filtrata sotto 
vuoto. Il solido così ottenuto viene essiccato. 
2-azido-N-(3-carbamoilfenil)-4-clorobenzammide 85. Resa:90%, p.f.=188-191°C, 
let.rif. N°58. 
 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, δ ppm: 7.17-7.21 (m, 1H, Ar-H); 7.39 (dd, 1H, J=2.0 
Hz, Ar-H); 7.53-7.58 (m, 1H, Ar-H); 7.59 (d, 1H, J=2.0 Hz, Ar-H); 7.79-8.31 (2s, 2H, 
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Procedura di sintesi del 2-(2-azido-4-clorofenil)chinazolin-
4(3H)-one 86 
483 mg di 85 vengono aggiunti ad una soluzione di KOH 1% in EtOH (28,6 ml) e 
si lascia progredire la reazione a temperatura ambiente in agitazione per 4 ore, 
fino alla scomparsa dei prodotti di partenza. La reazione viene monitorata tramite 
analisi TLC (Eth.Petr./AcOEt 3:7 ).Viene poi evaporato il solvente organico tramite 
Rotavapor®. Il composto solido così ottenuto viene addizionato ad acqua e si 
esegue estrazione in AcOEt (x5) in imbuto separatore. Viene in seguito rimossa 
l’acqua della fase organica raccolta tramite aggiunta dell’agente essicante 
MgSO4.Prima si filtra sotto vuoto e poi si porta a secco, così da ottenere il 
prodotto desiderato. 
2-(2-azido-4-clorofenil)chinazolin-4(3H)-one 86. Resa:62% ; p.f.= >300°C. 
 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, δ ppm: 7.41 (dd, 1H, JMAX=8.0 Hz ; JMIN=2.0 Hz, Ar-H); 
7.55-7.59 (m, 1H, Ar-H); 7.62 (d, 1H, J=7.6 Hz, Ar-H); 7.68-7.72 (m, 1H, Ar-H); 
7.84-7.88 (m, 1H, Ar-H); 8.16 (dd, 1H, JMAX=8.0 Hz ; JMIN=1.2 Hz, Ar-H); 12.45 (s, 
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Procedura di sintesi del 9-cloroindazolo[2,3-a ]chinazolin-
5(6H)-one 87 
320 mg (1,075 mmoli) di 86 vengono solubilizzati in 30 ml di toluene e la miscela 
viene fatta reagire a riflusso e lasciata in agitazione per 17 ore. Alla fine della 
reazione (Analisi TLC Eth.Petr./AcOEt 3:7) si forma un precipitato che, dopo 
raffreddamento, viene filtrato sotto vuoto ed essiccato. 
9-cloroindazolo[2,3-a]chinazolin-5(6H)-one 87.Resa:79% ; p.f.= >300°C. 
 
1H-NMR (400MHz, DMSO-d6, δ ppm): 6.96-7.04 (m, 1H, Ar-H); 7.64-7.73 (m, 2H, 
Ar-H); 7.95-8.06 (m, 2H, Ar-H); 8.24-8.31 (m, 1H, Ar-H); 8.35-8.42 (m, 1H, Ar-H); 
13.21 (s, 1H).  
 
Procedura di sintesi del 5,9-dicloroindazolo[2,3-
a ]chinazolina 88 
Una miscela di 9-cloroindazolo[2,3-a]chinazolin-5(6H)-one 87 (231 mg , 0,85 
mmoli ) e PhPOCl2 (2,55 ml) vengono fatti reagire all’interno di una fiala 
anidrificata, a 180°C in agitazione per 4 ore (controllo tramite analisi TLC 
DCM/MeOH 9:1). Alla fine della reazione, la miscela viene fatta raffreddare e 
gocciolare su ghiaccio ; si lascia fondere il ghiaccio e la soluzione acquosa così 
ottenuta viene neutralizzata tramite aggiunta di una soluzione di NH3 (30-33 %) : il 
prodotto desiderato viene raccolto tramite filtrazione sottovuoto ed essicato. 
Successivamente si esegue purificazione mediante flash cromatografia (h=20cm , 
diametro=2,5cm , eluente=Diclorometano/metanolo 9,5:0,5). 
5,9-dicloroindazolo[2,3-a]chinazolina 88. Resa:82% ; p.f.=208-211°C. 
 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, δ ppm: 7.35 (dd, 1H, JMAX=8.8 Hz ; JMIN=1.6 Hz, Ar-H); 
7.95-7.99 (m,1H, Ar-H); 8.06 (m, 1H, Ar-H); 8.25-8.29 (m, 1H, Ar-H); 8.46 (dd, 1H, 
JMAX=8.0 Hz ; JMIN=0.8 Hz, Ar-H); 8.78 (d, 1H, J=8.4 Hz, Ar-H). 
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Procedura generale di sintesi dei derivati 2(9-cloro-
indazolo[2,3-a]chinazolin-5-i lossi)-N,N-dialchiletanamminici   
89,90 e 91 
90 mg (0,31 mmoli) di 5,9-dicloroindazolo[2,3-a]chinazolina 88 vengono 
solubilizzati, in ambiente anidrificato e in corrente di N2, in DMF anidra (5 ml) . 
Vengono aggiunti 203,31 mg (0,19 ml , 1,55 mmoli ) dell’ opportuno alcool che si 
desidera legarvi e 19 mg di sodio idruro ( 60% disperso in olio minerale ). La 
miscela viene lasciata reagire a temperatura ambiente, sotto continua agitazione 
per 6 ore. La reazione viene monitorata tramite analisi TLC ( DCM / MeOH 9:1 ). 
Alla fine della reazione si aggiungono 3-4 cubetti di ghiaccio; si lascia sciogliere il 
ghiaccio e si aspetta la formazione di un precipitato color nocciola. Quindi si 
esegue filtrazione sotto vuoto e il solido ottenuto viene messo ad essiccare. 
 
4-(2-((9-cloroindazolo[2,3-a]chinazolin-5-il)ossi)etil)morfolina 89. Resa:57% ; 
p.f.=135-138°C. 
 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, δ ppm: 2.58 (t, 4H, J=4.4 Hz, 2 CH2); 2.92 (t, 2H, J=6.0 
Hz, CH2); 3.58 (t, 4H, J=4.8 Hz, CH2-CH2); 4.81 (t, 2H, J=5.6Hz, CH2); 7.14-7.17 
(dd, 1H, JMAX=8.8 Hz ; JMIN=1.6 Hz, Ar-H); 7.81-7.85 (m, 1H, Ar-H); 7.86 (m, 1H, Ar-
H); 8.06 (d, 1H, J=8.8Hz, Ar-H); 8.13-8.17 (m, 1H, Ar-H); 8.31 (d, 1H, J=7.6 Hz, Ar-
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2-((9-cloroindazolo[2,3-a]chinazolin-5-il)ossi)-N,N-dimetiletan-1-ammina 90. 
Il prodotto essiccato viene successivamente purificato mediante flash 
cromatografia (h=20cm ; diametro=2,5cm ; eluente=Diclorometano/Metanolo 
9,5:0,5). 
Resa:32% ; p.f.=106-109°C. 
 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, δ ppm: 2.31 (s, 6H, 2 CH3); 2.85 (t, 2H, J=5.6Hz, CH2); 
4.78 (t, 2H, J=5.6Hz, CH2); 7.16 (dd, 1H, JMAX=8.8Hz ; JMIN=2.0Hz, Ar-H); 7.80-7.84 
(m, 1H, Ar-H); 7.87 (d, 1H, J=4.0Hz, Ar-H); 8.07 (d, 1H, J=8.8Hz, Ar-H); 8.13-8.17 
(m, 1H, Ar-H); 8.30-8.32 (m, 1H, Ar-H); 8.6 (d, 1H, J=8.4Hz, Ar-H). 
 
2-((9-cloroindazolo[2,3-a]chinazolin-5-il)ossi)-N,N-dietiletan-1-ammina 91. 
Resa:39% ; p.f.=82-85°C. 
 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, δ ppm: 1.03 (t, 6H, J=7.2Hz, 2 CH3); 2.63 (q, 4H, 
J=7.2Hz, 2 CH2); 2.98 (t, 2H, J=6.0Hz, CH2); 4.73 (t, 2H, J=6.0Hz, CH2); 7.16 (dd, 
1H, JMAX=8.8Hz ; JMIN=1.6Hz, Ar-H); 7.80-7.84 (m, 1H, Ar-H); 7.86 (m, 1H, Ar-H); 
8.04-8.06 (d, 1H, J=9.2Hz, Ar-H); 8.12-8.16 (m, 1H, Ar-H); 8.28-8.30 (m, 1H, Ar-H); 
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